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I. ANTECEDENTES BIBLICXîRAFICOS
INTRODUCCION
Desde el comienzo de la hûtoria de la medicina el papel del puJmôn en el intercambio 
de gases se reconociô como la funciôn fisiolôgica primordial de este ôrgano. La estructura alveolar 
de los ptiimones de mamfferos si bien résulta muy eficaz para un intercambio gaseoso eficiente, 
présenta problèmes en el mantenimiento de la integridad estructural de los alveolos debido a su 
tendencia al colapso, que depoide fundamentalmente, por un lado de las fibras elâsticas del 
pulmôn que se distienden durante la inspiraciôn y retraen en la espiraciôn y por otro, de la tensiôn 
superficial del Ifqnido que recubre los alveolos.
Eue el ffsico Von Neegard en 1929 quien descubriô que la elevada tensiôn superficial en 
la interfase aire-lfquido debfa ser disminufda por una monocapa de naturaleza desconocida para 
mantener la estructura abierta e Intacta de los alveolos. Efectivamente, la presiôn debida a la 
tensiôn superficial séria en cada alveolo:
2 X Tensiôn superficial
P = -------------------------------
radio del alveolo
y por tanto, considerando que la tensiôn del liquido intraalveolar fuera ligeramente inferior a la 
del agua a 37* C, existirfan diferencias de presiôn que pueden llegar a ser grandes entre alveolos de 
distinto tamaflo, lo que determinarfa el colapso de los mas pequeüos durante cl proceso 
espiratorio. Por otra parte, una presiôn intraalveolar elevada sobrepasan'a la presiôn oncôtica del 
plasma originando un edema pulmonar. En este sentido, posteriormente se demostrô (Pattle, 1958 
y Clements et al., 1958) que la tensiôn superficial en los alveolos era muy inferior a la del agua y 
ademâs variaba en funciôn del area alveolar para hacer posible la existencia de presiones 
intraalveolares idénticas.
Sin embargo, les estudios de Von Neegard no se continuaron. Paralelamente, 
Vestermark's en 1932 observô que los esputos humanos contienen grandes cantidades de lecitinas 
saturadas y posteriormente en 1946 Thannhauser descubriô que en el tejido pulmonar se 
encontraban fosfatidilcolinas disaturadas en un porcentaje mucho mayor al observado en otros 
tejidos. En 1950 (Popjâk et al.) se empieza a admitir que el pulmôn tiene una sfntesis activa de 
Ifpidos ya que hasta entonces dominaba el concepto de que el pulmôn era un ôrgano sin una 
actividad metabôlica elevada, siendo a partir de la década de los sesenta cuando queda totalmente 
establecido que la compleja mecânica pulmonar depende de su metabolismo y que la secreciôn a la 
superficie alveolar de una sustancia tensoactiva de naturaleza lipidica es esencial para la 
supervivencia del organismo.
El estudio de la composiciôn, propiedades fisiolôgicas y metabolismo del surfactante
pulmonar ha sido abordado profiindamente por numerosos investigadores, habiéndose publicado 
recientemente excelentes revisiones. (Goerke. 1974; King, 1974; Tierney, 1974; Van Golde, 
1976). Nos proponemos resumir en este apartado las conclusiones mâs importantes que sobre el 
estudio del surfactante se ban realizado hasta el iponiento y establecer un estudio crftico del 
avance que han supuesto estos ûltimos afios en el conocimiento del metabolismo y regulaciôn de la 
sfntesis y secreciôn del surfactante pulmonar.
I .l . ASPECTOS HISTO-FISIOLOGICOS DEL SURFACTANTE PULMONAR
1.1.1. Localizaciôn citolôgica de la sfntesis del surfactante pulmonar
De los 40 tipos distintos de células que al menos componen el pulmôn, sdlo los 
pneumocitos tipo II sintetizan el surfactante pulmonar, lo almacenan v secretan a la luz alveolar 
(Sorokin, 1967). Dichas células forman el epitelio alveolar, junto con los pneumocitos tipo I que 
son células de revestimiento y protecciôn del alveolo, probablemente implicadas en el intercambio 
de gases. Las células tipo II son menos numerosas que las tipo I y en contraste con éstas, tienen 
una actividad metabôlica muy intensa ya que ademâs de su importante funciôn de sfntesis del 
material tensoactivo, tienen la misiôn de generar nuevos pneumocitos tipo I cuando son danados 
por sustancias citotôxkas o altas presiones de oxfgeno. Las membranas plasmâticas de ambas 
células se mantitnen unidas por medio de desmosomas y descansan en una lamina basai de 
natu ra leza  compleja, consistente en glicoprotefnas, glucosilaminoglicanos y polisaciridos 
separando este epitelio (Fig. 1 ) de las células endoteliales de los capilares alveôlares y del septum 
interalveolar que contiene sustancia fundamental, fibras de colâgeno y elâsticas y algunas células 
septales que son fibroblastos y macrôfiigos. En este espacio conectivo no cxisten células 
musculares Usas, ni capilares Unf&ticos ninervios.
En determinadôs puntos se encuentran porôs alveôlares que son de considerable interés 
ya que a través de ellos pueden intercambiarse sustancias entre el septum interalveolar y el alveolo 
y entre alveolos vecinos.
Las células tipo II tienen una forma cuboide y su superficie se caracteriza en su polo 
apical por la presencia de numerosas microvellosidades fin as y de pequeno tamafio. Los orgânulos 
subcelulares impUcados en la sfntesis del surfactante son numerosos: mitocondrias, rctfculo 
endopiasmâtico liso y rugoso y el aparato de Golgi; pero la estructura citoplasniatica que mejor 
caracteriza a esta célula son los cuerpos lamelares que contienen multiples capas concéntricas de 
material osmiôfilo. Estas vesfculas son los orgânulos subcelulares impiicados en el almacenamiento 
y secreciôn del material tensoactivo.
Respecto a la localizaciôn celular de la sfntesis del surfactante, algunos autores (Mason 
et al., 1972) han indicado que los macrôfagos alveôlares y las células de Clara situadas al final de 
los bronquiolos terminales, son fuentes secundarias del surfactante. Sin epibargo, recientemente 
Smith et al. (1979) estudiaron la sfntesis dcf fosfatidilglicerol (componente caracterfstico del 
surfactante pulmonar) en un cultivo de células tipo II y macrôfagos alveôlares, indicando que los 
macrôfagos no sintetizan fosfatidilglicerol y que probablemente el contenido de fosfatidilcolina 
disaturada observado por Mason, derive de la captura del material de recuorimiento alveolar. Esta 
hipôtesis fue confîrmada por Gotlschall et al. (1979) quienes observaron figuras de mielhia en 
vacuolas cito plasmâticas de estas células como resultado de la fagocitosis del surfactante 
pulmonar. Por otra parte, Yoneda (1978) ha demostrado la presencia de fosfolipasas en los











Fig. 1. Seccion transversal del alveolo.
grinulos de secreciôn de las células de Clara, lo que hace a Gottschall et al. sugerir que dichas 
células estân implicadas en la degradaciôn del surfactante, al menos en condiciones patolôgicas de 
hipertroûa de los pneumocitos tipo II. Sin embargo, Petrik y Collet (1974) han atribufdo el gran 
numéro de orgânulos subcelulares de sfntesis observados en las células de Clara asf como la 
presencia de un retfculo endopiasmâtico liso muy desarroUado y la formaciôn de grânulos de 
secreciôn no ya a una funciôn de sfntesis o degradaciôn del surfactante pulmonar sino a la activa 
elaboractôn y secreciôn de protefnas, glûcidos y colesterol en la hipofase o fase mâs interna del 
Uquido que recubre la superficie alveolar.
1.1.2. Localizaciôn subcelular de la sfntesis del surfactante pulmonar
Chevalier y Collet (1972) han descrito anatômicamente el curso de la fosfatidilcolina
siiitetizada en los pneumocitos tipo II y secretada al espacio alveolar. Media rite autoradiografia 
electronica siguieron la incorporacion de precursores tritiados de iosfolipidos y su localizaciôn 
subcelular, observando que poco tiempo despues de la inyecciôn de ’ H-colina, el marcaje del tn'tio
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Fig. 2. Localizaciôn subcelular de la sincesis del material ten­
soactivo. Formaciôn de cuerpos larrielares. Sec re cion 
del surfactante y adsorciôn a la superficie.
se localiza casi exclusivamente en el réticule endopiasmâtico. Posteriormente el marcaje aparece 
desde el aparato de Golgi hasta los cuerpos lamelares y finalmente en el espacio extracelular (Fig. 
2). Estos resultados (iieron analizados cuantitativamente por Tobe et al. (197H) estudiandc la 
composiciôn de fosfoifpidos marcados en microsomas, cuerpos lamelares y lavado alveolar.
A partir de estudios histoqufmicos y de composiciôn de los fosfoifpidos que 
constituyen el surfactante no es posible determinar que orgânulos estân directamente impiicados 
en la sfntesis. Sin embargo, el estudio de las actividades enzimâticas implicadas en la biosfntesis de 
los fosfoifpidos del surfactante ha puesto de manifîesto que su biosfntesis tiene lugar 
asimétricamente en el lado citoplasmâtico del retfculo endopiasmâtico (Coleman y Bell, 1978). 
Esta orientaciôn de las actividades enzimâticas hace posible el acceso a precursores como acil-CoA, 
C D P-colina, CDP-etanolamina, ^icerol-3-fosfato, etc, que son sintetizados por enzimas 
citoplasmâticas p extrfnsecas de la membrana, asf como de cofactores, cationes divalentes etc. 
(Rothman y Lenard, 1977). De esta manera la sfntesis de fosfoifpidos y tri^céridos estâ regulada 
por los niveles de metabolitos citoplasmâticos.
La cuestiôn que se ha planteado durante la ultima década es si los cuerpos lamelares 
participan en la biosfntesis del surfactante pulmonar o si su funciôn es ûnicamente de 
almacenamiento y secreciôn a la superficie alveolar. En este sentido, también se cuestiona si las 
protemas constituyentes del material tensoactivo se adiciooan al componente lipfdÜco y se 
almacenan en los cuerpos lamelares hasta su secreciôn o se secretan directamente por los 
pneumocitos tipo II o las células de Clara.
1.1.3. Formaciôn de los cuerpos lamelares y su funciôn en las células tipo II
El origen de los cuerpos lamelares no se conoce con exactitud. Williams (1977) sugiere 
que el precursor m o rfo lô ^ o  de los mismos es un complejo Golgi - retfculo endopiasmâtico - 
Lûosomas. Gil (1976) propuso que el retfculo endopiasmâtico rugoso y el aparato de Golgi estân 
impiicados en la sfntesis de la fracciôn proteica. de los cuerpos lamelares, mientras que los 
fosfoifpidos se originan a nivel del retfculo endopiasmâtico liso y se transfieren a los cuerpos 
lamelares por mediaciôn de los cuerpos mulfivesiculares, de origen no determinado, pero 
relacionados con el aparato de Golgi.
La funciôn de los cuerpos lamelares como almacenistas y secretores del componente 
lipfdico del material tensoactivo estâ totalmente demostrada en la actualidad, por estudios 
histoqufmicos y bioqufmicos:
a) Su composiciôn lipfdica es similar a la encontrada en el lavado alveolar, siendo los fosfoifpidos 
mayoritarios la dipalmitoilfosfatidilcolina y. el fosfatidilglicerol, componentes principales del 
surfactante pulmonar; sin embargo, difiere de las observadas en las fracciones microsomal 
(Jobe e t al., 1978) y mkocondrial (Rooney et al., 1975 a).
b) Durante el desarroUo fetal la apariciôn.de la actividad tensoactiva en el extracto de pulmôn, 
coincide con ei incremento de los cuerpos lamelares en la células tipo II. Dichas mclusiones 
citoplasmiticas se encu entran sôlo en los pulmones fetales maduros.
c) Antibiôticos como oxitetraciclina o bleomicina (Gottschall et al., 1979) producen una 
hipettrofia de lo* pneumocitos tipo II y como consecuencia se acelera la sintesis y secreciôn 
del surfactante. La observaciôn ultraestructural de dichas células pone de manifîesto un 
aumento del tamaflo y numéro de los cuerpos lamelares, asf como un aparato de Golgi mâs 
prominente acompaflado de un incremento de los cuerpos multivesiculares.
Respecto al componente proteico, no hay sufîcientes dates, hasta el momento, que 
justifîquen su almacenamiento junto con el material lipfdico en los cuerpos lamelares: si bien Gil y 
Reiss (1973) indican que el componente proteico se une al lipfdico extracelularmente, 
Bhattacharyya et al. (1975) han demostrado que las ^icoproteinas alveôlares especffîcas se 
encuentran en los cuerpos lamelares de pulmôn de conejo.
Aunque numerosos autores han atribufdo a dichas vesfculas un papel importante en la 
biosfntesis de fo s fo lf^ o s  del material tensoactivo (Gray et al., 1974; Rooney et al., 1975a; 
Spitzer et al., 1975; Eng}e et al., 1976; Heath y Jacobson, 1976 y Spitzer y Johnston, 1978), 
recientemente se ha demostrado que los cuerpos lamelares no estân impiicados en la sfntesis de 
novo ' de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol, ni en los mecanismos auxiliares de sfntesis de 
dipalmitoilfosfatidilcolina (Baranska y Van Golde, 1977; Mavis et al 1978) ni presentan actividad 
de "fosfolipasa A’,’, importante en los mecanismos de remodelaciôn (Longmore e t al., 1979), ya 
(que todas las actividades enzimâticas detectadas en cuerpos lamelares se debian a contammaciôn 
microsomal. En este sentido, podemos conduit que la funciôn de los cuerpos lamelares en los 
pneumocitos tipo II es de almacenamiento y secreciôn del material tensoactivo y que no participa 
en la biosfntesis de dicho material.
1.1.4. Secreciôn del surfictante pulmonar y su transformaciôn extracelular en mielina tubular
El proceso de secreciôn su pone la fusiôn de las membranas de los cuerpos lamelares con 
la membrana plasmâtica, descargândose su contenido en el espacio extracelular (Fig. 2). Ryan et 
al. (1975) demostraron que aparentemente los cuerpos lamelares se liberan por exocitosis en una 
sola localizaciôn de la membrana plasmâtica, y a que estudios ultraestructurales han puesto de 
manifîesto que mientras que en la mayor parte de las células hay muy pocos sitios de exocitosis, 
los cuerpos lamelares recién secretados se distribuyen por gran parte de la superficie de la 
membrana plasmâtica.
El material lamelar se transforma en la subfase acuosa en unas figuras tridimensionales 
denominadas “ mielina tubular” (Fig. 2). Su estudio median te microscopfa electrônica (Stratton 
1977a) pone de manifîesto que estâ formada por membranas constitufdas por bicapas lipfdicas 
orientadas en ângulo recto (Fig. 3). Entre ellas queda un material homogéneo que rellena 
completamente el espacio intemo, a excepciôn de una pcquefla zona central.
La composiciôn qufmica del material homogéneo que rellena el espacio interno del
ZONA APOLAR DE LOS FO SFO LIPlO O S
C A 8E Z A S  PO L A R E S-PR O TE IN A S-C A R BO H IO R A TO S
MATERIAL HOM OGENEO  
z o n a  c e n t r a i . TRANSLUCIDA
Fig. 3. Ditnensiones de la mielina tubular sxpresadas en Angstroms. Seccion transversal.
tûbulo no estâ determinada. Se cree que los carbohidratos encontrados en la cubierta alveolar, 
posiblemente secretados por las células de Clara, constituyen ei componente principal de dicho 
m aterial Esta hipôtesis se apoya en los trabajos de algunos autores (Rooney et al., 1975a; Hallman 
y Gluck, 1975) que han puesto de manifîesto que la relaciôn fosfoifpidos/protefna, asf como las 
cantidades de ambos componentes en el lavado alveolar son similares a las encontradas en los 
cuerpos lamelares y ya que en estos Orgânulos et surfactante no estâ en forma de “mielina 
tubular” , algûn componente distinto de Ifpidos y protefnas debe estar implicado en la
c  
o
L a m e l a s
Fig. 4. Mecanismo de expansiôn y formaciôn de la mielina tubular.
transformaciôn del material contenido en los cuerpos lamelares en mielina tubular. En este 
sentido, Stratton afirma que dicha transformaciôn es fundamentalmente una expansiôn de las 
lamelas, causada por la absorciôn en el espacio extracelular de un material homogéneo seguido de 
un reordenamiento de las bicapas lipfdicas para format las membranas transversales, siendo los 
carbohidratos, posiblemente, las sustancias implicadas en el mecanismo de expansiôn.
El mecanismo de formaciôn de las membranas transversales que junto con las 
horizont^es forman ingulos rectos, Stratton sugiere que podrfa ser el siguiente: (Fig. 4)
Bicapas lipfdicas ahemantes del material osmiôfilo que se encuentra en los cuerpos 
lamelares, originaffan las membranas horizontales y las bicapas intefmedias las transversales. Esta 
hipôtesis esta apoyada por estudios morfolôgicos mediante microscopfa electrônica.
Por otra parte Stratton (1977b) ha determinado varios estados ffsicos del surfactante en 
el espacio extracelular, siendo probablemente diferente la composiciôn qufmica en cada estado 
(Fig. 2).
a) En la hipofase se encuentra el surfactante sin expandir en los cuerpos lamelares liberados por 
las células tipo II.
b) En la epifase existe una capa de formaciôn de la “mielina tubular” (expansiôn de las lamclas e 
incorporaciôn del material homogéneo) y una capa de “ mielina tubular” ya formada.
c) En la interfase aire-lfquido el material tensoactivo forma una monocapa o bicapa lipfdica. Eu 
esta fase el material tensoactivo se enriquece en dipalmitoilfosfatidilcolina, disminuyendo la 
concentraciôn dé otros componentes. .
1.1.5. Degradaciôn del surfactante pulmonar
En la luz alveolar, ademâs de los cuatro estados ffsicos distintos del surfactante citados 
anteriormente, se puede observer por microscopfa electrônica un quinto estado en la interfase en 
el que el surfactante ha perdido su capacidad tensoactiva. El surfactante degraded o forma cfrculos 
o pequeflas esferas que se introducen en el Ifquido de revestimiento alveolar. Con frecucnda ;e 
observa que dichas esferas han perdido parte de su estructura de bicapa lipfdica.
Stratton (1977b) ha observado que sôlo en algunos casos se aprecia la incorporaciôn de 
nueva “ mielina tubular” en la zona donde se ha producido la degradaciôn, indicando que en la 
mayorfa de los casos el surfactante degradado se reemplaza por surfactante sin expandir, que serâ 
transformado posteriormente en mielina tubular, estado ffsico que hace posible el transporte y la 
adsorciôn del material tensoactivo a la interfase aire-lfquido. Stratton sugiere que el surfactante 
debe secretarse a la luz alveolar sôlo cuando va a ser utilizado. Por otra parte, dicho au tor ha
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observado en algunos casos, el surfactante sin expandir en diferentes estados de degradaciôn, lo 
que sugiere que aparentemente una parte del surfactante secretado no encuentra el medio 
apropiado para su expansiôn y reordenamiento y se dégrada sin trànsformârse en mielina tubular.
Las ru tas catabôlicas de los fosfoifpidos del surfactante pulmonar todavfa no han sido 
determinadas. En la actualidad la cuestiôn que se plantea es cûal es el mecanismo por el que el 
surfactante sin su capacidad tensoactiva, parcialmente degradado, abandona los alveolos y como se 
dégrada el surfactante pulmonar “ in situ” . Se han sugerido los siguientes mecanismos;
— Degradaciôn por macrôfagos alveôlares
— Degradaciôn “in situ” por enzimas extracelulares
— Transporte transalveolar a través de los poros alveôlares y degradaciôn en las células del septum 
interalveolar o en las células endoteliales de los capilares alveôlares.
Uno o todos estos mecanismos pueden ser operativos. Los resultados de qpe se dispone 
hasta el momento son los siguientes;
— En pulmones de rata tratadas con bromhexina. oxitetraciclina- o bleomicina se observa un 
estado patolôgico caracterizado por una hipertrofia de los pneumocitos tipo II. Como 
consecuencia, se produce un exceso de biosfntesis y secreciôn de los fosfoifpidos que 
constituyen el surfactante pulmonar (Gottschall et al., 1979). En estas condiciones se observa 
que los pneumocitos tipo I, los macrôfagos alveôlares y las células de Clara también se 
modifican: Tanto los macrôfagos alveôlares como las células tipo I fagocitan el surfactante 
pulmonar ya que se han encontrado en estas células vacuolas citoplasmiticas que contienen 
“ mielina tubular” . Por otra parte se pone de manifîesto un incremento de formas quiescentes 
de las células de Clara y su estudio indica que estas células deben estar en un continuo estado 
de granulaciôn, en presencia de una elevada cantidad de fosfoifpidos del surfactante (Yoneda, 
1977; Evans et al., 1978). En este sentido, Yoneda (1978) demostrô la presencia de fosfolipasa 
At en la secreciôn de los granulos de las células de Clara, de manera que éste podrfa ser un 
mecanismo de degradaciôn “ in situ” por enzimas extracelulares, al menos en el estado 
patolôgico coiuiderado.
— Desai et al (1978) han estudiado el papel de los macrôfagos alveôlares en la eliminaciôn del 
surfactante de la luz alveolar y su catabolismo. De los resultados obtenidos es diffcil predecir si 
los macrôfagos alveôlares son las principades células responsables de la degradaciôn intracelular 
o no, ya que los estudios realizados m vHrvb con cultivos celular es ponen de manifîesto que los 
macrôfagos alveôlares tienen una capacidad limitada para acunlular los componentes del 
surfactante. Por otra parte, los estudios realizados con la fracciôn lisosomal de estos macrôfagos 
indican que kg enzimas lisosomales son capaces de degradar los componentes del complejo 
lipoprpteico, pero solo el 1 0% del surfactante disponible se dégrada hasta icidos grasos libres 
después de 22 horas de incubaciôn. Es posible que los macrôfagos utilizen la fosfatidilcolina del
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surfactante directamente o bien los âcidos grasos résultantes de su degradaciôn para la sfntesis 
de nueva fosfatidilcolina, que es un componente mayoritario de las membranas de estas células.
En cuanto al tercet mecanismo pro puesto, Dermer (1970) observô un material denso en la 
superficie de las células alveôlares que posiblemente corresponds al surfactante y puso de 
manifîesto, ademâs,que estaba présente en las prolongaciones citoplasmiticas de las células 
endoteliales de los capilares alveôlares. Este mecanismo de transporte transalveolar es factible 
por la especial histologfa alveolar (Fig. 1).
1.1.6. Regulaciôn hormonal de la secreciôn del surfactante pulmonar
King (1974) sugiriô que los procesos ffsicos en la interfase aire-lfquido controlan los 
procesos metabôlicos en los pneumocitos tipo II. Ello ha sido confîrmado por Gail et al. (1978) 
que observaron que un aumento del tiempo de ventilaciôn conduce a una mayor secreciôn del 
surfactante a la luz alveolar.
Los resultados obtenidos por Oyarzum y Clements (1977, 1978) trabajando con 
animales in vivo y los obtenidos por Oobbs y Mason (1979) trabajando in vitro en cultivos 
primarios de pneumocitos tipo II, son los primeros que suponen un avance signifîcativo en el 
complejo estudio de la regulaciôn hormonal de la secreciôn del surfactante. Estos autores han 
puesto de manifîesto que si bien la secreciôn del surfactante pulmonar es inducida por la 
ventilaciôn y su velocidad depende de la amplitud de dicho proceso, los niveles del surfactante 
sectetado estân regulados bajo control neurogénico. En este sentido Oyarzum y Clements afimian 
que la administraciôn de neurotransmisores (colinérgicos y betaadrenérgicos) aumentan el nivel del 
surfactante secretado. (Cuadro I).
Dobbs y Mason (1979) trabajando en cultivos de células tipo II, observaron que si bien 
los agonis tas betaadrenérgicos estimulan la secreciôn de fosfoifpidos del surfactante, quizâs 
activando el sistemà de adenilato ciclasa los agonistas colinérgicos no ejercen un efecto estimulante 
signifîcativo.
Aunque el estudio m vivo dé este proceso proporciona un modelo fîsiolôgico 
adecuado, présenta algunos problemas ya que no se puede disting^air entre efectos directos o 
indirectos en el pulmôn, o si los neurotransmisores estudiados se unen a los receptores de 
membrana de los pneumocitos tipo II o de otras células pulmonares. Aparentemente estos 
problemas se resuelven estudiando dicho proceso en cultivos celularcs de pneumocitos tipo II sin 
embargo hay que considérât algunos problemas adicionales: a) Las células pueden résultat dafladas 
a nivel de membrana en el proceso de aislamiento quizâs por hidrôlisis enzim.uica de receptores o 
protefnas con actividades fîsiolôgicas importantes; b) La disociaciôn de las células del pulmôn 
rompe las interacciones. célula-célula; c) La pérdida de la diferenciaciôn celular se pone de 
manifîesto en poco tiempo. Indudablemente cuando los resultados realizados in vivo « in
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vitro en cultivos celulares, conducen a resultados anilogos se pueden obtener datos concluyentes. 
En este sentido, la estimulaciôn de la secreciôn del material tensoactivo por los agonistas 
betaadrenérgicos es un hecho comprobado.por estudios concordantes in vivo e in vitro en el 
anim d adulte e incluse durante el desarroUo fetal (Corbet et al., 1977 y Lawson et al., 1978). 
Ademâs, dicha estimulaciôn résulta bloqueada por los antagonistas betaadrenérgicos (ptopanolol) 
pero no por los alfaadrenérgicos (pentotamina) (Oyarzum y Clements, 1978 y Dobbs y Mason,
1979). El papel de los agonistas colinérgicos no estâ claro. Por un lado el efecto estimulante 
descrito por Oyarzum y Clements (1977) y por otros autores (Delahumty y Johnston, 1979) 
puede ser mediado por ru tas adrenérgicas. En este sentido AbdeUahf y HoUingsworth (1979) 
sugieren que los agonistas colinérgicos afectan indirectamente al pulmôn. EUo puede ser la razôn 
de los resultados obtenidos por Dobbs y Manson en cultivos celulares. Sin embargo, no hay que 
olvidar que la comunicaciôn entre distintos tipos de células puede ser vital para la respuesta 
eolinérgica y que habrfa que llevar a cabo èl estudio a nivel de receptores de membrana para 
obtener datos concluyentes.
En el tejido fetal tampoco se ha observado un aumento de la secreciôn del material 
tensoactivo por los agonistas colinérgicos (Delanhumty y Johnston, 1979; Marino y Rooney,
1980). Sin embargo, sf tienen efecto estimulante las prostaglandinas E, (Marino y Rooney, 1980) 
y F ta  (Anderson et al,, 1978). Se lya comprobado (PoweU y Solomon, 1978) que la 
prostaglandina E, se sintetiza en cl pulmôn fetal y la velocidad de sintesis va en aumento a lo 
largo del desarroUo, y que ademâs las células tipo II del pulmôn fetal de rata sintetizan 
predominantemente p ro sta^n d in a  E, (Shapiro et al., 1978). Por otra parte, Oyarzum y Clements 
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1.2. COMPONENTES DEL SURFACTANTE PULMONAR
1.2.1. Composiciôn
King y Clements (1972) han puesto de manifîesto que el material tensoactivo aislado de 
pulmôn de mamifero esta constitui'do por ifpidos (80-90% en peso) y proteéias (10-20% en peso). 
Los fosfoifpidos constituyen del 80-90% en peso de los Ifpidos totales mientras que los Ifpidos 
neutros tan sôlo del 5-15%.
Todos los estudios realizados hasta cl momento coinciden en que la principal especie 
m olecular aislada del lavado alveolar en un fosfolfpido con propiedades tensoactivas: 
d ipalm itoil-5n-glicero-3 -fosfocolina. Ello contrasta con las bajas concentraciones de éste 
fosfolfpido présentes en otros tejidos (King 1974) exceptuando cerebro (Kuksis et al. 1968) y  
eritrocitos (Maraj y Kuksis 1969).
El comportamiento de la dipalmitoil-ru-glicero-3-fosfocolina in vivo estâ totalmente 
infîuenciado por otros fosfoifpidos y protefnas que'form an parte del surfactante (Van Golde 
1976) asf como del medio iônico (Chapman et al. 1977). En este sentido, es importante conocer la 
composiciôn del material tensoactivo, siendo su determinaciôn un problema complejo ya que 
depende del material biolôgico utilizado asf como del método de aislamiento y fraccionamlento a 
partir del lavado alveolar.
1.2.1.1. Componente liptdico
Quizâs uno de los trabajos mâs relevantes sobre la composiciôn de los fosfoifpidos del 
surfactante sea el realizado por Jobe et al. (1978) que estudiaron ht trivo la incorporaciôn de 
precursores marcados radioactivamente en los fosfoifpidos del lavado alveolar, cuerpos lamelares, 
microsomas y parfnquima pulmonar.
La composiciôn de fosfoifpidos observada en el lavado alveolar es en orden decreciente: 
84% PC; 5% PG; 5% PI; 3.6% PE; 0.6% SP y 0 4% PS. Esta composiciôn es muy similar a la 
encontrada en cuerpos lamelares y diferente a la de la fracciôn microsomal y parénquima 
pulmonar. •
Las concentraciones relatives a PE, PS y SP disminuyen 5, 10 y 20 veces 
respecttvamente desde las fracciones microsomal y parénquima a las fracciones-que contienen el 
material tensoactivo. En contraste las concentraciones relatives a PC y PG increinentan 1.5 y 3.5 
veces respecthramente. El PI increments ligeramente.
El PG se encuentra sôlo en muy pequcnas cantidades en la mayorfa de los tejidos de
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mamfferos. Sin embargo, en les cuerpos tamelares y lavado alveolar se encuentra en cantidades 
significativas (Hallman et al., 1976). Pfleger et al. en 1972 propusieron que el PG era un 
estabilizador del complejo lipo-proteico. Actualmente se le considéra ademâs, un indicador 
bioqulmico del surfactante pulmonar al igual que la dlpalmitoilfosfatidilcolina, ya que se ha 
encontrado en cantidades significativas en los cuerpos lamelares de las células tipo II (Engle et al., 
•1980; Dobbs et al., 1980; Mason y Dobbs, 1980; Smith et al., 1980;>Mason y Williams, 1980) y no 
en otras fracciones de estas células (Basu et al., 1979) o en otras células del tejido pulmonar. Por 
otra parte el contenido de dichos fosfolfpidos indica cl grado de diferenciaciôn de los cultivos de 
pneumocitos tipo II.
El PI se ha estudiado muy poco como posible componente del surfactante pulmonar. En. 
este sentido, Hallman y Gluck (1976) observaron que durante el desarroUo fetal la apariciôn de 
DPPC, PG y PI coincide con la maduraciôn del pulmôn lo que révéla la importancia de estos 
g^icerolfpidos para la funcionalidad del surfactante.
Por otra parte Jobe et al. determinaron que el porcentaje de âcidos grasos saturados en 
PC, PG y PI en los cuerpos lamelares y lavado alveolar es mayor que en la fraccion microsomal. En 
contraste la PE y PS contienen el mismo porcentaje de âcidos grasos saturados en codas las 
fracciones estudiadas que es del 20% frente al 69% para la fosfacidilcolina en el lavado alveolar.
Los Ifpidos neutros que constituyen del 5-15% de los h'pidos totales del surfactante 
p u lm o n a r , co m p re n d en  en  o rd en  decreciente de concentraciôn relativa: colesterol 
libre >  triglicéridos >  digUcéridos >  monoglicéridos > âcidos grasos libres. Hass y Longmore
(1979) han determinado que el colesterol représenta el 50% de los lipidos neutros en el lavado 
alveolar y cuerpos lamelares. La frincion del colesterol en el surfactante pulmonar todavi'a no esta 
clara. Tabak y Notler (1975) han sugerido que cl colesterol favorece la dispersion del surfactante 
hacia la interfase aire-lfquido y que ademâs aumenta su estabilidad.
1.2.1.2. Componente proteico
Proteinas unidas al material tensoactivo se han localizado en la interfase alveolar por 
inmunoflorescencia (King 1974). Dichas proteinas no se encuentran en el plasma y permanecen 
unidas a la fraccion tensoactiva en las diferentes etapas de la purificaciôn. Se ha llevado a caho el 
aislamiento de estas proteinas y su electroforesis en gel de poliacrilatnida, con SDS, révéla la 
presencia de très proteinas diferentes, siendo las mayoritarias de 11.000 y 34.000 D y la 
minoritaria de 69.000 D (Sawada, 1977a y 1977b). El estudio de su inetabolismo en las células 
tipo II se ha empezado a estudiar recientemente por King y Martin (1979) y no se dispone hasta el 
triomento de datos concluyentes.
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1.2.2. Recambio de los fosfolfpidos que constituyen el surfactante
La vida media de los fosfolfpidos pulmonares ha sido determinada por Jobe et al (19.78) 
en las fracciones microsomal, parénquima lavado alveolar y cuerpos lamelares de pulmon de 
conejo. La desapariciôn de los fosfolfpidos matcados radioactivamente se midiô en un periodo de 
très dfas después de la administraciôn de *H-glicerol y ‘  ^C-palmitato^ in vivo, , observando que 
la fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol tienen un recambio mucho mas râpido que cualquiera de los 
otros fosfolfpidos pulmonares, en todas las fracciones estudiadas. Los valores de vida-media para 
los fosfolfpidos del lavado alveolar marcados con  ^H-glicerol 6  ' *C-palmitato son en orden 
decreciente: fosfatidilglicerol <  fosfatidücolina <  fosfatidilinositol <  fosfatidiletanolasnina = 
= fosfatidilserina.
T a n to  la d ip a lm ito ilfo s fa tid ilco lin a  como el fosfatidilglicerol, coinponentes 
c a ra c te rfs ti 'c o s  del s u r fa c ta n te ,  son  m etabolizados activamente mientras que la fosfati- 
diletanolamina y fosfatidilserina, componentes intégrales de la membrana (Basu et al. 1979), t ie ­
nen una vida-media mayor.
L2..3. Correlacion de las funciones frsiolôgicas del surfactante con las propiedades quimico-ffsicas 
de sus constituyentes
El surfactante pulmonar tiene dos propiedades fundamentales: La capacidad de 
disminuk la tension superficial al reduckse al ârea del alveolo y su movilidad en la subfase acuosa 
y capacidad de adsorciôn en la interfase aire-lfquido. Estas propiedades es t in  estrechamente 
correlacionadas con la naturaleza de los componentes del complejo (King, 1974 e Hildebran et al., 
1979).
De los Ifpidos que constituyen cl material tensoactivo solo las fosfatidilcolinas 
disaturadas son capaces de disminuir la tension superficial alveolar a men os de 1 0  dinas/cm.:
— La presencia de dos acidos grasos saturados en su zona apolar hace posible la compresiôn hasta 
un irea  molecular que es dos veces men or que la calculada para cada icido graso individual. La 
gran proximidad de las cadenas hidrocarbonadas maximize las interacciones hidrofôbicas inter e 
intra moleculares. Efectivamente, al reducirse el area del alveolo la pel feula superficial se 
comprime forzando los fosfolfpidos con grupos acilos que contienen uno o mas enlaces 
cis-etilénicos hacia fri era y enriqueciendose esta de fosfolfpidos saturados, principalmente de 
DPPC
— La zona polar de la molécula de fosfatidilcolina situada en la fase acuosa, tiene a pH fisiolôgico 
carga neta cero lo que minimiza la repulsion entre cargas. En este sentido, los fosfolfpidos con 
carga negativa (PS, fosfolfpidos âcidos) a este pH, inestabilizarfan la compresiôn de la pelfcula.
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Ademâs de disminuir la tension superficial a menos de 10  dinas/cm, el surfactante debe 
mantener este valor en un tiempo corto, pero medible, para prévenir el colapso alveolar. De todas 
las fosfatidilcolinas disaturadas la dipalmitoilfosfatidilcolina es la ûnica que satisface este 
requerimiento. Se ha comprobado que una monocapa de diestearoîJfosfatidilcolina si bien puede 
reducir la tension superficial al valor indicado, colapsa casi instaniâneamente. Por otra parte, los 
estudios del colapso de la pelfcula alveolar, in situ, han puesto de manifiesto que este es mas 
râpidq que el observado con una monocapa superficial de dipalmitoilfosfatidilcolina. Ello 
deniuestra que el complejo tensoactivo tiene otros constituyentes ademâs de DPPC lo que esta de 
acuerdo con los estudios realizados reSpecto a su composiciôn.
Con respecto a la movilidad en la fase acuosa y la capacidad de adsorciôn del surfactante 
a la interfase aire-lfquido se ha comprobado que la velocidad de adsorciôn de la DPPC es 
demasiado lenta para ser fisiolôgicamente efîcaz (King y Clements, 1972) sin embargo, la 
velocidad obsetvada con el complejo entero es muy râpida. La adiciôn a la DPPC de fosfolfpidos 
m onœnoicos y Ifpidos neutros (triglicéridos y colesterol) aumenta la velocidad de transporte a la 
interfase hasta un valor mas parecido al requerido fisiolôgicamente. La base fisico-qufmica de estos 
hechos es un cambio de estado ffsico: una propiedad unica de las estructuras de bicapa es su 
capacidad para su&ir una transiciôn reversible de un estado altamenre ordenado cuasi cristalino, a 
un estado desordenado de cristal-liquido caracteiizado por una gran movilidad molecular, a una 
temperatura crftica (TC) (Sandermann, 1978). En este sentido, la temperatura crftica de 
transiciôn de Ëue para la DPPC es 41"C, mientras que para las fosfatidilcolinas monoenoicas y 
colesterol esté por debajo de los 37"C lo que indica que a la temperatura fisiolôgica la DPPC se 
encuentra en un estado ordenado, de gel. Ello ex plica la presencia en el complejo tensoactivo de 
otros fosfolfpidos con âcidos grasos insaturados, colesterol proteinas y posiblemente carbohidratos 
ya que disminuyen la temperatura crftica de transiciôn de fase del complejo entero, de forma que 
a la temperatura fisiolôgica se encuentra en un estado de cristal-ltquido en el que los fosfolfpidos 
de las bicapas tienen mayor movilidad, aumentandose de este modo la velocidad de transporte y 
adsorciôn a la interfase.
Considerando todos estos hechos se puede conduit que el complejo tensoactivo sôlo es 
fiincional con todos sus componentes y que la composiciôn qui'mica del complejo debe variar en 
fu n c iô n  de los re q u e r im ie n to s  fisiolôgicos. En este sentido, la concentraciôn de 
dipalmitoilfosfatidilcolina serâ mayor en la superficie aire-lfquido que en las subfases acuosas (epi 
o hipofase) y que en los cuerpos lamelares,por exclusiôn de otros componentes no tensoactivos del 
complejo. Asimismo, en la subfase acuosa la proporciôn de los componentes no tensoactivos 
(fosfolfpidos monœnoicos, Ifpidos neutros y proteinas) serâ mayor que en la pelfcula superficial 




! 1.3.1. Procesos metaboiicos en las células pulmonares. Fuente energctica para la sfntesis “de
j novo" de acklos grasos.
I La velocidad de sfntesis de âcidos grasos en cl tejido pulmonar es aproximadamente la
I mitad de la velocidad basal observada en higado (Gove y Hems, 1978). No obstante, temendo en
I cuenta que la tuncion primordial del pulmôn es el intercambio de gases respiratorios, la velocidad
h de sfntesis de âcidos grasos es bastante elevada, lo que es debido en parte al râpido recambio
I observado para la fosfatidilcolina y el fosfatidilglicerol (Jobe et al., 1978) y a la especificidad por
I p a lm ita to  en la produccion de dipalmitoilfosfatidilcolina. En este sentido, numerosos
j investigadores y recientemente Batenburg et al., (1978), Smith y Kikkawa, (1978) y Jobe et al.,
(1978) han demostrado que el âcido palmftico es el principal producto de la sîntesis de âcidos 
grasos en pulmôn.
Teniendo en cuenta la sustancial producciôn de âcidos grasos, serfa interesante estudiar 
cûal es la (uente del esqueleto carbonado. En ôrganos Upogénicos taies como el hfgado o el tejido 
adiposo, la sfntesis se estimula por elevados nivelés de glucosa y lactato en sangre en orden a 
almacenar el exceso de carbohidratos en forma de Ifpidos. S in embargo, en pulmôn Buechler y 
Rhoades (1980) ponen de manifiesto que la sfntesis de âcidos grasos no se estimula por niveles 
altos de glucosa o lactato en sangre ( >  20 mM), lo que es debido probablemente a que la 
lipogénesis en este ôrgano da lugar a Ifpidos estructurales, es decir fosfolfpidos. En este sentido, se 
ha demostrado que las células pulmonares presentan una transferencia muy lenta de équivalentes 
de reducciôn entre el citoplasma y la mitocondria ya que las actividades de las lanzaderas 
malato-aspartato y a-glicerolfosfato son m uybajas. De este modo los niveles elevados de NADH 
citoplasmâtico favorecen la transformaciôn de piruvato en lactato, de ahi la al ta velocidad 
observada en la ru ta glicolftica. Asimismo, concentraciones altas de lactato no estimulan la sfntesis 
de âcidos grasos ya que ésta serfa dependiente de la transformaciôn de lactato en piruVato, lo que 
requiere la reducciôn de una molécula de NAD*., En este sentido Buechler y Rhoades concluyen 
que si bien la glucosa y el lactato son la fuente mas importante de acetil-CoA para la sfntesis de 
novo de âcidos grasos en pulmôn, los niveles elevados en sangre de dichos metabolitos no 
estimulan la lipogénesis como en otros tejidos.
Por otra parte, se ha demostrado que la oxidaciôn de âcidos grasos (Basset et al., 1979) 
asf como de aminoâcidos (Scholz y Evans, 1977) también contribuyen a la sfntesis de âcidos 
grasos aunque en menor proporciôn.
Otra h echo de considerable interés es que en pulmôn la enzima màlica, generadora de 
NADPH, no existe o tiene una actividad muy baja. Debido a la ausencia de este sistema cfclico, la 
ru ta de las pentosas debe asumir totalmente la funciôn de suministrar NADPH necesario para la 




de la efectividad de la ruta de las pentosas con 6 -aminonicotinamida produce un marcado 
decrecimiento de la sfntesis de novo de âcidos grasos. Ademâs, estados fisiolôgicos limites como el 
ayuno prolongado, o patolôgicos como la diabetes, ihducen una gran disminuciôn en la sfntesis de 
âcidos grasos ya que la glucosa es el metabolito esencial para la producciôn de unidades de dos 
âcomos de carbono, NADPH (ruta de las pentosas) y el esqueleto central de los fosfolfpidos:
o-glicerofosfato (Fig. 5).
Recientemente se ha demostrado en estudios con pulmôn de rata in vivo (Jobe, 1979 y 
Jobe et al., 1980) y en cultivos de pneumocitos tipo II (Mason et al., 1977) que el âcido palmftico 
sin te tizado  a partir de acetato se incorpora p-eferentemente en fosfatidilcolina y en 
dipalmitoilfosfatidilcolina, lo que sugiere que la sfntesis de novo del âcido palmftico es de gran 
importancia en el metabolismo del surfactante pulmonar. La posible explicaciôn de este hecho es 
que el âcido palmftico sintetizado de novo en el citoplasma puede ser mas accesible para las 
reacciones de transferencia de acilo, imjilicadas en la sfntesis de PC, que el âcido palmftico 
exôgeno procedente del torrente sangufneo. De acuerdo con esta hipôtesis Groener y Van Golde 
(1978) afirman que en cultivos celulares de hepatocitos aislados se pueden distinguir dos clases de 
âcidos grasos: los de origen exogeno y los sintetizados de novo en la propia célula. Los ùltimos 
estudios de Engle et al., (1980) confirman estos resultados concluyendo que el âcido palmftico de 
la dipalmitoilfosfatidilcolina dériva del sintetizado de novo en la célula y no del suministrado por 
los Ifpidos del suero.
1.3.2. Sfntesis de fosfatidilcolina
Durante la ultima de cada las ru tas metabôlicas de la fosfatidilcolina disaturada han sido 
estudiadas por numerosos investigadores, median te trabajos realizados en fracciones subcelulares 
del pulmôn e in vivo (Van Golde, 1976). Por otra parte, el desarroUo de la técnica de aislamiento 
de pneumocitos tipo II ha hecho posible, en estos ultimos aüos, el estudio de la biosfntesis del 
surfactante pulmonar en dichas células, que constituyen sôlo el 10-15% de la totàlidad de la 
poblaciôn celular del pulmôn. Los resultados obtenidos han clarifrcado ciertas indeterminaciones 
derivadas de los estudios in vitro e in vivo y han puesto de manifiesto nueva informaciôn respecto 
a la adlizaciôn de sustratos y a la determinaciôn de ru tas metabôlicas prédominantes. En este 
sentido, serfa necesario establecer una confrontaciôn de los resultados expérimentales en orden a 
reafirmar algunas conclusiones.
1.3.2.i. Smtesis de novo
La figura 6  muestra la sfntesis de novo de la fosfatidilcolina pulmonar, incluyendo las 
posibks vfas de formaciôn del a -glicerol-3-fosfato, ^  ^  asf como del âcido lisofosfatfdico, ,. Las 
concktskines mâs importantes que derivan de los trabajos realizados son las siguientes:
21
G L IC E R O LO H A P
C3P; NAD
oxklorrrAiiclata
A T PD B A f acÊtm afm n» A d lC o A N A D H
N A D
G L IC E R O L  34»
<  N A D P H A cllC o A
N A D P C3P aciltnntfenaa
A t. L I 8 0 P 0 8 F A T I 0 I C 0
L fA  aeflmnu/a
fotfkUJmto fiufahUroltm
A e . P O S F A T ID IC O
H , 0
^P1
O IA C IL G L IC E R O L
CDP.toKim! JiaeSgSetrol 
eoH jtafotfotnaufam m -C D P -C O L IN A -
CTP
V dp
eolitm fo tfa to  
c iM iltrm m ftnm
F O S F A T ID IL C O L IN A
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a) El a-gIiceroI-3-fosfato puede sintetizarse a partir de dos fuentes: Glucosa, sutninistrada por el 
torrente sanguineo y glicerol. Los trabajos de Batemburg et al., (1978) y Smith y Kikkawa
(1978) en cultivos celulares de pneumocitos tipo II, han demostrado que el a-glicerol-3-fosfato> 
esqueleto central de la fosfatidilcolina, se sintetiza preferentementc a partir de la glucosa via 
dihidroxiacetona-3-fosfato (DHA-P). Ello confirma los resultados obtenidos por otros 
investigadores (Van Golde. 1976) y son consistentes con los niveles tan bajos de la actividad de 
glicerol quinasa encontrados en el tejido pulmonar por Scholz et al., (1972).
b )  E x is ten  dos ru ta s  a lte rn a tiv a s  para  la s f n t e s i s  del âcido l is o f o s f a t f d ic o  
( 1 -ac il-în -g lice ro -3 -fo sfa to ); La reducciôn de la DHAP y posterior acilaciôn del 
@-glicero-3- fosfato (G3P) o la acilaciôn de la DHAP y posterior reducciôn del intermedio 
l-acil-dihidroxiacetQna-3-fosfato (ADHAP). Esta segunda ruta fué descubierta en hfgado por 
Agranoff y  Hajra (1971) no siendo estudiada en pulmôn hasta 1975 por Balint et al. Los 
resultados obtenidos en microsomas de pulmôn por fisher et al., (1976) y Sholossman y Bell, 
(1977), coinciden en que ambas rutas son operativas para ta sfntesis de âcido lisofosfatfdico, 
asignando mayor importancia a la acilaciôn del G3P. Por otra parte, los estudios realizados en 
cultivos de células tipo II por Mason (1978) ponen de manifiesto que el 64% de la 
fosfatidilcolina y el 56% del fosfatidilglicerol sintetizados en dichas células derivan de la ruta 
de acilaciôn de la DHA P y posterior reducciôn de ADHA-P.
Los datos de que se dispone hasta cl momento, obtenidos en células tipo II aisladas o 
en todo el pulmôn, permiten concluir, sin ninguna duda, que ambas rutas son operativas. S in 
embargo, no se puede establecer que ruta es mâs signifîcativa en el metabolismo lipfdico 
pulmonar y en el de los pneumocitos tipo II en particular. Es posible que la funcionalidad de 
una u otra vfa dependa de la disponibilidad de NAD y NADP y de su estado de oxidaciôn.
c) La formaciôn del âcido fosfatfdico selleva a cabo por la acilaciôn del l-acil-sn-glicero-3-fosfato 
mediante el concurso de la actividad l-acil GJP aciltransferasa. Recientemente Yamada y 
Okuyama (1979) han estudiado la especificidad de esta enzima en bacciôn microsomal de 
hfgado y pulmôn, encontrando que los âcidos grasos insaturados se incorporan en la posiciôn 
sn-2 del âcido fosfatfdico a mayor velocidad que los saturados cuando se ensaya a 
concentraciones saturantes del âcido lisofosfatfdico aceptor. Sin embargo, a concentraciones 
muy bajas del aceptor, concentraciones mâs parecidas a las que tendrfan lugar in vivo, dicho 
sistema enzimâtico es altamente especffico para acilCoA insaturados en hfgado, mientras que 
en pulmôn la especificidad para acilCoA insaturados es sôlo ligeramente mayor que para los 
saturados. Estos resultados son de considerable interés en el estudio de la biosfntesis de la 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en pulmôn ya que hav que considérât que:
— La DPPC tiene un recambio muy râpido en el pulmôn por lo tanto el intermedio 
l-palmitoil-sn-glicero-3-fosfato debe encontrarse siempre a concentraciones muy 
bajas.
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— El âcido palmftico es el âcido graso. mayoritario de la biosfntesis de âcidos grasos en 
el pulmôn.
En este sentido, los resultados de Yamada y Okuyama sugieren que al menos en situaciones de 
râpido recambio, como en estados de hiperventilaciôn que tnducen mayor sgcreciôn, la sfntesis 
de novo de fosfatidilcolina puede dar lugar a especies disaturadas. aunque no da cuenta de toda 
la DPPC producida. «
d) El âcido fosfatfdico se hidroliza por la actividad fosfatidato fosfohidrolasa dando lugar a 
diacilg^icerol, precuisor de fosfolfpidos (PC, PE, PS) y triglicéridos. Este sistema enzimâtico 
présenta una actividad especffica muy elevada, lo que es consistante con la sfntesis activa de 
fosfolfpidos, especialmente de fosfatidilcolina en el pulmôn (Mavis et al., 1978, Casola et al., 
1978 y Spitzer y Johnston, 1978) y podrfa tener un papel regulador, limitante de la velocidad 
en la sfntesis del surfactante pulmonar.
e) Los trabajos realizados in vitro (Garzala y Van Golde, 1976; Engle et al., 1976 y Possmayer et 
a i ,  1977 y 1979) y en cultivos de células tipo II (Wykle et al., 1977 y Batenburg et al., 1978 y 
1979) han puesto de manifiesto que la fosfatidilcolina formada por condensaciôn de 1,2 
diacilglicerol y CDP-colina présenta generalmente un âcido graso insaturado (oieico y linoleico) 
en la posiciôn sn-2 y âcido palmftico en la posiciôn sn-1. Ello sugiere la necesidad de una ruta 
auxiliar de sfntesis de DPPC que implica el intercambio del âcido graso insaturado en la 
posiciôn sn-2  por un âcido graso saturado.
La localizaciôn subcelular de las actividades enzimâticas implicadas en el metabolismo 
de la fosfatidilcolina en el pulmôn asf como las referencias bibliogrâficas mâs recientes de cada una 
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1.3.2.2. Mecanismos de remodelaciôn. Smtesis de dipalmitoilfosfatidilcolina.
En la figura ? se representan los dos posibles mecanismos de remodelaciôn de la 
fosfatidilcolina sintetizada de novo, esterificada en la posiciôn sn-2 por un âcido graso insaturado. 
La fosfatidilcolina insaturada es desacilada por la enzima fosfolipasa A , . La lisopalmitoil-PC 
résultante es utilizada como sustrato de dos sistemas enzimâticos:
1) Lisolecitina aciltransferasa (LAT) dependiente de CoA y ATP. (Mecanismo de reacilaciôn).
2) Lisolecitina: Lisolecitina aciltransferasa (LLAT), no dependiente de CoA y ATP. (Mecanismo 
de transacilaciôn).























Fig. 7. Mecanismos de remodelaciôn.
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activas en pulmôn pero no exclusivas de este ôrgano, aunque se ha demostrado que en otros 
tejidos como el adiposo o hepâtico tienen menor actividad.
Numerosos trabajos (Possmayer et al., 1977; Wykle et al., 1977; Engle et al., 1980; 
Mason y Dobbs, 1980) han demostrado la contribuciôn de ambos mecanismos en ta sfntesis de 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), ya que la ruta de novo es insuficiente para dar cuenta del 
râpido recambio de este fosfolfpido en el pulmôn.
Los mecanismos de remodelaciôn se han estudiado^lurante la ultima década,en pulmôn 
adulto (Cuadro III) y durante cl desarroUo fetal (Cuadro IV) en experimentos con fracciones 
subcelulares, cortes de tejido, m vivo y muy recientemente con cultivos de células alveolares tipo
II. Actualmente se esta cuestionando qué ruta estâ implicada preferentemente en la biosfntesis de 
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1.3.2.2. î .  Fosfolipasa A  j .
Garcia et al., (1975) encontraron fosfolipasa A j  en microsomas de pulmôn de rata. 
Postcriormente, los estudios se c en traron en determinar la presencia o ausencia de dicha enzima en 
les cuerpos lamelares (Garcia et al., 1976 y Heath y Jacobson, 1976). Recientemente, los trabajos 
de Longmore et al., (1979) demuestran que la fosfolipasa A j  sôlo estâ presence en los microsomas 
de pulmôn y estudian ademâs su especificidad utiiizando fosfatidilcolinas unidas a la membrana 
microsomal. Sus resultados son de gran importancia en la investigaciôn del metabolismo de la 
fosfatidilcolina disaturada de mamifero;
a) Existen dos conjuntos de fosfatidilcolirias en microsomas de pulmôn. Uno conteniendo âcidos 
grasos sintetizados de novo (endôgenos); por tanto comprende fosfatidilcolinas saturadas e 
insaturadas, susceptibles de ser hidroliradas por fosfolipasa A j  .
El otro, estâ formado a partir de âcido palmftico exôgeno por lo que comprende 
fu n d a m e n ta l m en te  fosfatidilcolinas disaturadas formadas por la incorporaciôn de 
palmitoil-CoA a 1 palmitoil-lisofosfatidilcolina. siendo no accesibles a \z fosfolipasa A i .
b) La actividad de la enzima es mâs elevada para las fosfatidilcolinas conteniendo âcidos grasos 
insaturados en la posiciôn sn-2.
El hecho de que sôlo las fosfatidilcolinas sintetizadas de novo sean susceptibles de 
ataque por ta fosfolipasa A i puede ser debido simplemente a la localizaciôn de las actividades 
enzimâticas en la membrana microsomal (Fig. 9); y en este sentido Coleman, (1973) sugiere la 
importancia en las membranas biolôgicas de la localizaciôn de la relaciôn y el carâcter vectorial de 
esta.
Por otra parte, la mayor actividad de la enzima con fosfatidilcolinas insaturadas podrfa 
dcberse a las propiedades ftsico-qufmicas del sustrato (mayor movilidad y permeabilidad en la 
membrana, al tener un âcido graso insaturado) mâs que a la especificidad de la enzima, es decir la 
difusiôn en la membrana de las fosfatidilcolinas saturadas es menor que el de las insaturadas.
Los trabajos de Longmore et al. resultan muy interesantes al estudiar la especificidad de 
la enzima con el sustrato unido a la membrana microsomal ya que el medio de reacciôn es mâs 
parecido al que tiene lugar in vivo. Ultimamente, algunos investigadores estudian la especificidad 
de sistemas enzimâticos implicados en el metabolismo lipfdico con sustratos unidos a membrana y 
sintetizados por la propia célula (Nanoh y Ohno, 1975, Casola et al., 1978).
1.3.2.2.2. Especificidad de la actividad enzimâtica lisolecitina aciltransferasa.
Los estudios realizados in vitro por Holub et al., (1980) con microsomas de pulmôn de
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rata, ponen de manifiesto que, para todas las concentraciones ensayadas de aceptor de acilo 
(1 -palmitoil o estearoil glicerofosforilcolina), la velocidad de reacciôn con distintos donadore& ,de 
acilo (acil-CoA) es, en orden decreciente:
araquidonoil-CoA > linoleoil-CoA > oleoil-CoA > palmitoil-CoA >  estearoil-CoA
Sin embargo, en cuanto al aceptor de acilo, la enzima muestra mayor preferencia para 
l-palmitoil-în-glicero-3-fosfocolina que para l-estearoil-sn-glicero-3-fosfocolina, a todas las 
concentraciones de acil-CoA estudiadas. De este modo, la especificidad de la enzima indica que 
puede dar lugar tanto a especies saturadas como insaturadas de fosfatidilcolina, lo que sugiere que 
este sistema enzimâtico no puede dar cuenta por si sôlo de la activa biosfntesis de DPPC en 
pulmôn.
Los resultados de Holub et al. coincidcn con los obtenidos por Yamada y Okuyama
(1979) en microsomas de pulmôn, no sôlo en el hecho de la al ta especificidad de la enzima por 
acil-CoA insaturados, sino también en que a concentraciones muy bajas del aceptor de acilo 
(1-palmitoil o estearoil-GPC) la actividad para linoleoil CoA es solo 3-5 veces mayor que para 
palmitoil CoA, comparado con la alta preferencia por linoleoil-CoA a concentraciones saturantes 
del aceptor. Yamada y Okuyama encontraron ademâs, que la especificidad para acil-CoA es similar 
en higado y pulmôn cuando se trabaja a concentraciones saturantes de 1-acil-GPC. Sin embargo, a 
bajas concentraciones del aceptor. el sistema enzimâtico en higado es totalmente especffico para 
araquidonoil-CoA y linoleoil-CoA, quedando cl âcido palmftico casi excluido de la posiciôn sn-2.
Por otra parte, Batenburg et al. (1979), trabajando con cultivos de células alveolares 
tipo II, estudiaron la especificidad de la enzima frente a palmitoil-CoA y oleoil-CoA observando 
una preferencia dos \xces mayor por palmitoil-CoA que por oleoil-CoA. Estos resultados 
contrastan con los obtenidos por los au tores antcriores en cuanto a la especificidad de la enzima 
incluso a concentraciones muy bajas del aceptor de acilo. La discrepancia de resultados en los dos 
sistemas in vitro podrfa ser debida a que las cantidades ensayadas de palmitoil-CoA y oleoil-CoA 
pudieran no ser equimoleculares, si consideramos los acil-CoA endôgenos existentes en las células 
del cultivo.
De todos estos trabajos de investigaciôn, se deduce que el método de estudio in vitro 
(fracciones subcelulares, cortes de tejido, cultivos celulares, etc.) asf como las condiciones de 
ensayo (concentraciôn de metabolitos, cationes, etc.) son factores déterminantes en la 
interpretaciôn de los resultados. En este-sentido y en cuanto a la especificidad de la Lisolecitina 
acAiansferasa en pulmôn, con los datos de que se dispone, sôlo podemos admitir que si bien tiene 
mayor preferencia por âcil-CoA insaturados que saturados. la especificidad que manifiesta por 
palmitoil-CoA a concentraciones bajas del aceptor de acilo (posiblemente a concentraciones 
fîsiolôgicas) es significativamente mayor que para el sistema enzimâtico de hfgado. Por. otra parte 
su contribuciôn a la sfntesis de DPPC probablemente dependa de la disponibilidad de 
palmitoii-CoA en el citoplasma celular
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1.3.2.2.3. Especificidad y  caractertsticas de la actividad Lisolecitina: Lisolecitina aciltransferasa.
El mecanismo de transacilaciôn se determinô por primera vez en fracciôn soluble de 
higado por Erbland y Marinetti (1962) y de pulmôn por Van den Bosch (1965) y consiste en la 
transferencia de acilo entre dos moléculas de l-acil-rn-glicero-3-fosfocolina para dai lugar a una 
molécula de 2-aciI-rn-gUcero-3-fosfocolina y glicero-3-fosfocolina (Fig. 7). Si bien en higado este 
mecanismo es cuantitativamente despreciable, en pulmôn es de extraordinaria importancia en la 
biosfntesis de dipalmito.il-sn-^cero-S-fosfocolina en animales adultos (Akino et al., 1971, 1972; 
Abe et al., 1973, 1974; Hallman et al., 1974; Brumley y Van den Bosch, 1977) y especialmente 
durante el desarroUo fetal (Oldenburg y Van Golde, 1976 y Hallman et al., 1975).
Los estudios realizados fn vitro en pulmôn de mamifero coinciden en que la actividad 
lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa cataliza dos reacciones de foi ma paralela: a) transacilaciôn 
e n tre  dos liso le c ic in a s ; b) hidrôlisis del sustrato. lisofosfatidilcolina. dando lugar a 
glicero-3-fosfocolina y al icido  graso que esterificaba la posiciôn o i- l. En base a su bifuncionalidad 
Abe et al., (1974) y Brumley y Van den Bosch, (1977) han pro puesto el siguiente mecanismo de 
reacciôn:
H ,0
»E + Acido palmftico 
Hidrôlisis




En contraste, en los experimentos realizados in vivo (Akino et al., 1971, 1972), con
cortes de tejido pulmonar (Abe et al., 1973) y en cultivos de pneumocitos tipo II (Batemburg et
al., 1979; Mason y Dobbs, 1980; Wykle et al., 1980) no se ha puesto de manifiesto aparentemente 
o al menos no se menciona la actividad de hidrôlisis.
En cuanto a la especificidad de la enzima Vianen y Van den Bosch, (1978) han
encontrado que;
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a) Como aceptor de acilo sôlo son sustratos los lisofosfatidos y no glicerol,. monoacilglicerol, 
ÿicerol-3-fosfato y ^cero-3-fosfocolina, lo que pone de manifiesto que la lisolecitina; 
lisotecitina. aciltransferasa reconoce tanto la zona apolar de la molécula del sustrato como la 
zona polar y ambas son necesarias para la uniôn al centro active de la enzima.
b) R esp e c to  al d o n a d o r de ac ilo , la enzim a m u es tra  m ay o r p re fe re n c ia  po r
l-palmkoil-m-glicero-3-fosfocolina que por 1 -estearoil sM-glicero-3-fosfocolina.
1.3.2.2.4. Contribuciôn de ambos mécanismes en la smtesis de dipalmitoilfosfatidilcolina.
Los estudios realizados in vitro con fiacciones subcelulares son contradictorios en 
cuanto a la determinaciôn de la ruta prédominante. Paraleiamente, durùtte  estos ultimos aflos 
numerosos investigadores abordaron el problems con cultivos celulares de pneumocitos tipo II. 
Estos estudios lôgicamente deberfan aportar mayor informaciôn que los realizados con fiacciones 
subcelulares de pulmôn total ya que éste es un ôrgano heterogéneo corn puesto por diferentes tipos 
de células y sôlo las células alveolares tipo II biosintetizan y secretan el surfactante pulmonar. Sin 
embargo, tampoco en este caso se dispone de resultados coïncidentes:
Lqs estudios de Mason y Dobbs, (1980) en cultivos celulares, ponen de manifiesto que 
el mecanismo de desacilaciôn-reacilaciôn es cuan titativamente mâs importante en la sfntesis de 
DPPC, no siendo significativo el de desacilaciôn-transacilaciôn; sin embargo, estos autores no 
descartan la posibilidad de que la discrepancia entre sus resultados y los de otros autores 
trabajando con fracciones subcelulares se deba a las condiciones diferentes en los sistemas 
ensayados. En este sentido, habria que considérât que en el proceso de aislan}iento de los 
pneumocitos tipo II podrian ser alteradas algunas rutas metabôlicas a nivel de receptores de 
membrana (Finkelstein y Mavis, 1978) pudiendo incidir en la actividad lisolecitina:lisolecitina 
aciltransferasa. Ademâs el sustrato, lisofosfatidilcolina, suministrado al medio de cultivo, puede ser 
acilado en la membrana plasmâtica y por tanto la cantidad de sustrato que entra en la célula y es 
accesible a la enzima es menor.
Por otra parte Batemburg et al., (1979) trabajando con cultivos de pneumocitos tipo II 
y Wykle et al., (1980) con adenoma alveolar tipo II observaron que la actividad lisolecitina: 
lisolecitina aciltransferasa es mas baja que la actividad lisolecitina aciltransferasa', sin embargo no 
se puede establecer conclusiones definitivas respecto a la predominancia de uno u otro mecanismo.
' En este sentido, Wykle et al. sugieren que desde un punto de vista mâs fisiolôgico la contribuciôn 
de ambos mecanismos en la sfntesis de DPPC debe depender de los niveles y de la naturaleza de los 
precu'smres disponibles en las células, asf como de la selectividad parcial de las aciltransferasas 
im{dicadas. De este modo, cuando la concentraciôn de acil-CoA en la célula (suministrados a partir 
del toirrinte sangufneo o sintetizados “de novo” ) sea fisiolôgicamente aka, el mecanismo 
prédominante serfa desacilaciôn-reacilaciôn, y a concentraciones bajas del precursor acil-CoA la
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ru ta  m i:  directam ente impUcada en la sfntesis de dipalmitoilfosfatidilcolina serfa la 
desacilaciôn-transacilaciôn.
1.3.3. Sfntesis de fosfatidilglicerol.
La sfntesis de fosfatidilglicerol en el pulmon tiene lugar por la ruta que se esqueinatiza 
en la figura 9 y al igual que en otros tejidos, en el retfculo enduplasmâtico (Hallman y Gluck, 

















Fig. 9. Sfntesis de fosfolfpidos âcidos.
El âcido fosfatfdico es un precursor comûn de fosfolfpidos âcidos (PG y PI) y otros 
fosfolfpidos (PC, PE, PS) y en este sentido no se han estudiado comparacivamente las actividades 
de las enzimaa fosfatidato fosfohidrolasa y  fosfatidato citidiltransferasa.
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Es interesante resaltar el hecho de que mientras el fosfatidilinositol se encuentra en 
todas tas células de pulmôn estudiadas (pneumocitos tipo I y II y tYiacrôfagos alveolares) en igual 
proporciôn, el fosfatidilglicerol estâ présenté casi exclusivamente en las células alveolares tipo II 
(Smith y Yutaka, 1979). Los estudios realizados en los ultimos afios, respecto a su biosfntesis nos 
permiten establecer las siguientes conclusiones:
a) El CDP-Diglicérido, intermedio comûn, puede condensarse con a-glicerolfosfato (G3-P) o 
mio-inositol (mio-I) para dar lugar a PG y PI respectivamente. Se ha cuestionado si ambos 
fosfolfpidos se sintetizan mediante el concurso del mismo sistema enzimâtico y en este sentido, 
recientemente Hallman y Epstein (1980) han puesto de manifiesto que las enzimas implicadas 
en la formaciôn de PG y PI son distintas y se Ibcalizan en la membrana microsomal, lo que se 
demuestra por el hecho de que si bien la presencia de mio-tnositol inhibe la gUcerofosfato 
fosfatidiltransferasa, la adiciôn de un exceso de CDP-diacilglicerol hace desaparecer este efecto. 
â lo  sugiere que la disminuciôn de la actividad de esta enzima se produce por falta del sustrato 
(CDP-DG) mâs que por la competencia entre los precursores mio-inositol y a-glicerofosfato por 
un mismo sitio de la enzima. Ademâs, Hallman y Epstein han encontrado que la actividad de la 
enzim a CDP-DG: in o s i to l  trcmsferasa es superior al de la enzima glicerofosfato 
fosfatidiltransferasa lo que es consistente con la disminuciôn de la actividad de esta ultima al 
aumentar la concentraciôn de mio-inositol.
b) La disponibilidad de CDP-DG es el factor limitante de velocidad en la sfntesis de 
fosfatidilglicerol. En este sentido, Bleasdade et al., (19791 praponen que el PI présenté en las 
células alveolares tipo II puede ser una fuente de CDP-DG para la biosfntesis de PG, 
componente fundamental del surfactante pulmonar. Esta hipôtesis estâ apoyada por la 
reversibilidad de la reacciôn de la CDP-DG; inositoltrattsferasa, de manera que cuando los 
niveles de CMP aumcntan en la célula la reacciôn revierte hacia la formaciôn del CDP-DG, 
precursor del fosfatidilglicerol y por el estudio de la variaciôn de los niveles de PI y PG durante 
la ontogenia (Hallman et al., 1976) que pone de manifiesto que el aumento de los niveles de PG 
al final del desarroUo fetal es paralelo al decrecimiento de los niveles de PI.
c) Con respecto a las especies moleculares de fosfatidilglicerol. Mason y Dobbs (1980) han 
encontrado que en las células alveolares tipo II las especies saturadas de este fosfolfpido son 
prédominantes sobre las insaturadas.
1.3.4. S fn te ^  d d  sufactante pulmonar durante el desarroUo fetal y periodo postnatal.
El pulmôn es un ôrgano inmaduro hasta prâcticamente el término de la gestaciôn. La 
apariciôn histolôgica tipica del pulmôn maduto coincide con la acumulaciôn de cuerpos lamelares 
en las células alveolares tipo II (Funkhouser y Hughes, 1978) y con un aumento de los niveles de
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dipalmitoilfosfatidilcolina y fosfatidilglicerol, asf como de una disminuciôn substancial de 
esfingomielina, en el lavado pulmonar.
Un gran numéro de hormonas (glucocorticoides. estrôgenos, tiroxina), agentes 
neurohumorales, AMP cfclico, asf como el stress y el parto estimulan la producciôn del surfactante 
en la ultima etapa del desarroUo fetal. Los glucocorticoides (Rooney et al., 1979) y estrôgenos 
(Khosla et al., 1980) en particular, estimulan la sfntesis del surfactante mientras que los otros se 
cree que inducen su secreciôn. Recientemente, Marino y Roùney (1980) han puesto de manifiesto 
en pulmôn fetal de conejo, que poco antes del nacimiento la liberacién del surfactante se realiza 
de forma graduai y es prâcticamente lineal y dependiente de la temperatura en el primer dia del 
periodo postnatal. Ademâs, han observado que la secreciôn se estimula por prostaglandiiia Ej y 
Ca^*, siendo este hecho de gran importancia ya que se ha demostrado que las prostaglandinas estân 
implicadas en el parto (Nathanielsz, 1978) y que cl parto induce la secreciôn de surfactante 
(Rooney et al., 1977a). Por otra parte, PoweU y Solomon (1978) han encontrado que la sfntesis 
de prostaglandina E, en pulmôn fetal incrementa con la edad gestacional y las células alveolares 
tipo II sintetizan preferentemente prostaglandina E, (Taylor et al., 1979).
El estudio de la biosfntesis lipfdica y de los mecanismos de secreciôn del surfactante en 
la ultima etapa de la gestaciôn, etapa crftica del desarroUo fetal, constituye en la actualidad un 
aspecto de gran interés ya que de una correcta actividad biosintética y secretora dependerâ la 
funcionalidad normal del pulmôn y por tanto la supervivencia del organismo. En este sentido, se 
ha comprobado que en el sfndrome de disfunciôn respiratoria del neoiiatn y en la enfermedad de 
la membrana hialina existe una concentraciôn muy baja del material tensoactivo en el flufdo 
alveolar. Estos estados patolôgicos se manifiestan con mayor incidencia en partos prematuros y en 
nacimientos por cesârea realizados antes de las cohtracciones uterinas. siendo la causa principal de 
mortalidad neonatal.
1.3.4. î .  Variaciôn de las actividades enzimâticas implicadas en la smtesis de lipidos. Efecto de los 
corticoïdes
En los cuadros IV y V se esquematiza la variaciôn de las actividades enzimâticas 
implicadas en la sfntesis de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol,respectivamente.asf como el efecto 
de los corticoïdes.
Respecto a la sfntesis de fosfatidilcolina se puede observar no sôlo la diferencia de 
resultados, en algunos casos,segûn la especie estudiada, sino también la controversia existente entre 
algunos autores trabajando en la misma especie. No obstante, los resultados obtenidos por 
distintos investigadores coinciden en que dos actividades enzimâticas aumentan de m ancra 
signifîcativa durante la ultima etapa del desarroUo fetal.
a) Fosfatidato fosfohidrolasa. El aumento de actividad trae consigo el incremcnto de los niveles
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de diacilglicerol, precursor de la sfntesis de fosfatidilcolina. En este sentido, el aumento de la 
actividad de los enzimas de la ruta CDP-colina, observado por algunos autores, puede ser debido 
simplemente al aumento de la concentraciôn de sustrato. De esta forma, la actividad fosfatidato 
fosfohidrolasa se constituye como una enzima reguladora ya que contrôla los niveles de 
diglicéridos. Esta aseveraciôn se apoya en el hecho de que dicha actividad se estimula en la 
ultima etapa del desarroUo fetal posiblemente por corticoïdes endôgenos y experimentalmente 
por corticoïdes exôgenos.
b) Lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa. En las primeras etapas del desarroUo la actividad de 
esta enzima es mucho mâs baja que la de colina fosfotraruferasa k  que podrfa ihdicar que en 
este periodo opera fundanientalmente la ruta de novo, Sin embargo, en la ultima etapa del 
desarroUo la actividad lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa aumenta paraleiamente con la 
disminuciôn de la actividad colinafosfotransferasa lo que sugiere que en el término de la 
gestaciôn el mecanismo de transacilaciôn es de gran importancia en la formaciôn y en el 
mantenimiento de los niveles de dipalmitoilfosfatidilcolina. Ademâs, la administraciôn de 
glucocorticoides también estimula dicha actividad.
Numerosos estudios han demostrado que el tratamiento con corticoïdes durante la 
gestaciôn da lugar a cambios mprfoiôgicos, fisiolôgicos y bioqufmicos que implican una 
aceleraciôn de la maduraciôn pulmonar. En este sentido, la incidencia del sfndrome de disfunciôn 
respiratoria es substancialmente reducido por la administraciôn de betametasona, un corticoïde 
sintético, a mujeres con parto prematuro. Sin embargo, la efectividad del tratamiento sôlo se 
observa en aquellos casos en los que la administraciôn de la hormona se efectùa al menos 24 horas 
antes del parto. La cuestiôn que se ha planteado durante estos ûltûnos aflos es cûial es el 
mecanismo bioqufmico por el que los corticoïdes inducen la maduraciôn pulmonar y por otra 
parte cûal es la dotis farmacolôgica adecuada para su utilizaciôn en la prevenciôn y tratamiento del 
sfndrome de disfunciôn respiratoria ya que dosis no, fîsiolôgicas desencadenan efectos adversos 
(Possmayer et ai., 1979), siendo el mâs destacado la inhibiciôn del crecimiento pulmonar y 
cerebral,en fetos, debido a la disminuciôn de la mitosis celular.
El efecto de los corticoïdes posiblemente implica la estimulaciôn de enzimas, mediada 
por receptores de ^ucocorticoides. En este sentido, Ballard y Ballard, (1974) han demostrado que 
estos receptores se encuentran en el pulmôn fetal en mayor cantidad por unidad de masa que en 
ningûn otro ôrgano estudiado.
La identificaciôn de los sistemas enzimâticos estimulados por corticoides, ha sido un 
objetivo dificil y todavfa cuestionable. Todos los estudios que abordan este tema (Cuadro IV) 
estân de acuerdo en que el efecto estimulante de los corticoides sôlo incide sobre la actividad 
fosfatidato fosfohidrolasa en el comienzo de la maduraciôn pulmonar y sobre las enzimas 
implicadas en las mecanismos de remodelaciôn, casi en el término de la gestaciôn. Estos hechos 
ponen de manifiesto que la administraciôn de corticoides va a incidir sobre las enzimas que
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normalmente incrementan su actividad en la ultima etapa del desarroUo fetal, probablemente 
como consecuencia de la elevaciôn de los niveles del cortisol materno durante la ultima fase de la 
gèstaciôn.
Respecto al fosfatidilglicerol se ha demostrado que su sfntesis tiene lugar justo antes del 
nacimiento y durante el periodo perinatal (Longmuir y Johnston, 1980; Hallman y Gluck, 1976). 
Ademâs, Hallman et al., (1976) encontraron que durante el ultimo trimestre de gestaciôn en 
h u m an o s , el s u r fa c ta n te  a is lad o  del Ifquido amniôtico conticne fundamentalmente 
fosfatidilinositol, en lo que se refiere a los g)icerofosfolfpidos âcidos, y sôlo en las ultimas semanas 
de la gestaciôn empieza a aumentar la proporciôn de fosfatidüglicerul a la vez que disminuye la de 
fosfatidilinositol.
La presencia de fosfatidilglicerol en el surfactante es un indice de la maduraciôn 
pulmonar. En este sentido, numerosos autores (Hallman et al., 1977; Cunningham et al., 1978; 
Tsai y .Marshall, 1979) han puesto de manifiesto que los ninos recién nacidos con deficiencia de 
este fosfolfpido en el complejo tensoactivo, tienen una probabilidad mayor de que se manifieste el 
sfndrome de disfunciôn respiratoria cuyos sfntomas no aparecen generalmente hasta algunas horas 
después del nacimiento.
La ûnica enzima de las implicadas en la biosfntesis de fosfolfpidos âcidos cuya actividad 
aumenta al final del desarroUo fetal es la CTP: fosfatidato citidiltransferasa (Cuadro V). Longmuir 
y Johnston (1980) han observado que la actividad especffica de esta enzima permanece constante 
entre los dfas 23 y 28 del desarroUo fetal del conejo. A partir del dfa 29 (dos dfas antes del 
término) empieza a aumentar, alcanzando un valor mâximo el primer dfa del periodo postnatal y 
mantiene este valor en los dfas posteriores. Asimismo, estudiaron comparativamente diclia enzima 
en fracciôn microsomal de hfgado indicando que permanece constante a lo largo del desarroUo y 
sôlo aumenta ligeramente en el periodo postnatal, manifestando en todo momento una actividad 
especffica sustancialmente inferior a la del pulmôn.
Es un hecho évidente que las dos enzimas claves para la sfntesis de novo de 
fosfatidilcolina y de fosfatidilglicerol, que utilizan ambas en mismo sustrato (âcido fosfatfdico), ■ 
aumentan su actividad en la ûltima etapa del desarroUo fetal. La actividad fosfatidato 
fosfohidrolasa se incrementa unos dfas antes que la CTP; fosfatidato citidiltransferasa lo que estâ 
de acuerdo con la apariciôn cronolôgica de fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol en los cuerpos 
lamelares del pulmôn fetal y en el lavado alveolar.
Respecto a la estimulaciôn por corticoides sôlo se ha estudiado sobre la actividad 
gUcerofosfato fosfatidiltransferasa Los resultados son contradictorios y algunos no concuerdan 
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1.3.5. Influencia de los factores am bien tales en la slntesis del surfactante pulmonar: Nutricion y 
Températura
Rynakides et al., (1976) estudiaron las alteraciones producidas por una dieta déficiente 
en âcidos grasos esenciales en las distintas especies moleculares de fosfatidilcoUna de hfgado y 
pulnion, llegando a las siguientes conclusiones:
— Existe una diferencia esencial respecto a las alteraciones producidas en ambos tejidos; mientras 
que en pubnnn la deficiencia de acidos grasos esenciales induce la reducciôn del contenido en 
icido palmftico y por tanto de fosfatidilcolinas saturadas, en el hfgado tiene lugar una 
disminuciun de las especies insaturadas a favor de las saturadas.
— El contenido total de fosfatidilcolina en el tejido pulmonar y lavado alveolar no varfa en 
animales alimentados con esta dieta y sin embargo, la proporcion de fosfatidilcolinas saturadas 
y especialmente de DPPC disminuye considerablemente lo que incide en las propiedades 
tensoactivas del surfactante pulmonar.
— Las alteraciones producidas por dietas déficientes en acidos grasos esenciales revierten 
totalmente a! cabo de siete dfas de administraciôn de una dieta conteniendo acido linoleico, 
aunque carezca absolutamente de cualquier tipo de grasas.
Recientemente Nakamura et al., (1980) confirman los resultados de los autores 
anteriores y ademis estudian a nivel metabolico los efectos de esta dieta en la biosfntesis de 
dipalmitodfosfatidilcolina en pulmôn. En este sentido, demosaaron -que ninguna de las enzimas 
implkadas en la sfntesis de fosfolfpidos se ve afectada por este estado fisiologico. Sin embargo, la 
in c c rp o ra c iô n  de '  H-acetato y "C -palm itato  en fosfatidilcolinas disaturadas decrece 
signifîcativamente. Ello se debe fundamentalmente a dos hechos:
a) La disminuciôn de la utilizaciôn de palmitato exôgeno ya que h an observado que el âcido 
linoleico facilita la entrada del acido palmftico proceder.te del torrente sangufneo, en las células 
pulmonares. Posiblemente el icido linoleico confiera a las membranas celulares mayor 
movilidad y permeabilidad.
b) La disminuciôn de la sfntesis de palmitato en las células del pulmôn. En este sentido. se ha 
demostrado que si bien este estado fisiologico no afecta a la capacidad de sfntesis de novo de 
icidos grasos, si altera su composiciôn ya que se produce mayor cantidad de oleato que en 
condkiones normales.
Por otra parte, otros investigadores (Gail et al., 1977) h an estudiado el efecto del ayuno 
prolongado en el contenido de fosfatidilcolina en el lavado pulmonar y en todo el tejido,
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encontrândose que los ntveles disminuyen considerablemente. Ello puede ser debido a la 
disminuciôn de la velocidad de sfntesis de Ifpidos ya que es un hecho conocido que la actividad de 
varias enzimas implicadas en la sfntesis de fosfolfpidos y âcidos grasos disminuyen en este estado 
fisiologico. Sin embargo, ban observado que la composiciôn del surfactante permanece invariable.
La influencia de la nUtriciôn es aun m is interesante, desde un punto de vista clfnico. 
durante el desarrollo fetal y  periodo postnatal. En este sentido, Faridy (1975) ha demostrado que 
la nutriciôn de la rata gestante incide en la biosfntesis de fosfatidilcolina en el pulmôn fetal. Con 
frecuenda la incidenda del sfndrome de disfundôn respiratoria es mayor en ninos que nacen de 
madrés diabéticas o en animales de madrés hipofisectomizadas cuyos sistcmas de sfntesis dé acidos 
grasos estin  alterados. Por otra parte Cross et.al., (1978) estudiaron el efecto de la desnutriciôn en 
el conejo redén nacido obserrando que no se produce ninguna variaciôn en el contenido del 
surfactante pulmonar y Mims y Pascale (1979). investigaron las consecuencias no sôlo del ayuno 
sino también del frio prolongado, en el contenido de fosfolfpidos totales, fosfatidilcolina y 
dipalmitoilfosfatidilcolina en pulmôn de conejo recién nacido indicando que se movilizan los 
dcidos grasos de las réservas de tejido adiposo para la producciôn de calor y disminuye el 
contenido de triglicéridos pulmonares lo que sugiere que los âcidos grasos y Ifpidos circulantes 
estin  pricticamente agotados y por tanto el suministro exôgeno para la sfntesis de fosfolfpidos 
pulmonares. Sin embargo, aunque se observa una disminuciôn significativa de PL totales y  PC, no 
se détecta ninguna alteraciôn en el contenido de DPPC ni en las caracterfstkas funcionales 
presiôn volûmen del pulmôn. Por tanto podemos concluir que en el periodo postnatal la 
composiciôn del complejo tensoactivo se mantiene, aûn en las condiciones m is adversas quizâs a 
expensas de otros fosfolfpidos estructurales. Eu este sentido, es posible que los ninos prematuros 
con poco peso y pocas réservas de grasas e hidratos de carbono, y dado que cl hfgado es ininaduro 
hasta el térraino de la gestaciôn, sufran un stress ambiental durante las primeras horas de 
adaptadôn debido a la faits de suministro energético a partir de la placenta y a la baja temperatura 
ambiental, mantenÜndose sin embargo, el complejo tensoactivo en el cual se basa su supervivencia.
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OBJETTVO DE LA PRESENTE INVESTIGACION
La informaciôn precedente pone de manifîesto la importancia, para el funcionamiento 
normal del pulmôn, de la biosfntesis y secreciôn del fosfolfpido dipalmitoilfosfatidilcolina. De 
hecho, se ha comprobado que, en determinados estados patolôgicos como atelectasis alveolar, 
cianosis, edemas pulmonares y sobre to<k> en el sfndrome de disfunciôn respiratoria del nennato 
existe una deficiencia muy évidente en los niveles de dicha especie molecular.
El estudio de los mecanismos de biosfntesis de la dipalmitoilfosfatidilcolina en adultos y 
durante el desarrollo fetal constituye en la actualidad un aspecto dé gran interés y de marcada 
proyecciôn fisiopatolôgica. En este sentido, el conocimiento detalladû de las ru tas biosintéticas del 
I  material tensoactivo, la caracterizaciôn de los sistemas enzimâticos implicados y su regulaciôn, va a
haccr poSible, en un futuro. la interpretaeiôn a nivel molecular de estados patolôgicos reladonados 
con la deficiencia del surfactante pulmonar. Todo elle unido a los numerosos estudios realizados 
en este Departamento sobre la composiciôn de fosfolfpidos pulmonares (a), su biosfntesis en 
microsomas de pulmôn de conejo (b), in vivo en condiciones normales (c) y en condiciones de 
shock séptico e hipovolémico (d), nos ha Uevado a abordar el estudio del sistema enzimatico 
Lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa, que esta directamente implicado en la sfntesis de 
dipalmitoilfosfatidilcolina, especialmente en condiciones de baja energfa celular como en las 
células fetaies de pulmôn.
Esta investigaciôn ci&a su interés en el aislamiento y purificaciôn de esta protefna a fin 
de aportar una informaciôn relativa a sus caracterfsticas enzimâticas (influencia de factores como 
pH, fuerza iônica, temperatura, etc.), sq comportamiento cinético (mécanisme de reacciôn), su 
especificidad frente a sustrato (respecto a la zona polar y apolar del mismo), asf como la influencia 
de diferentes Ifpidos en la actividad enzimitica. Por otra parte, se analizarâ de manera especial la 
influencia de la naturaleza ffsico-qufmica del sustrato en la formaciôn de los productos finales de 
la reacciôn, ya que se trata de un Ifpido anfipâtiço soluble que esta présente en soluciôn en forma 
de monômeros y micelas. hecho que incide en los parâmetros cinéticos y en las curvas de v vs E. 
I Adenus, se estudiarân que factores modifican la reacciôn hidrôlisis/transacilaciôn y se discutiri el
papel fisiologico de esta enzima y su importancia en la biosfntesis del surfactante pulmonar.
(a) Acebal, C., Castro, J., Arche, R. y Municio, A.M. (1974) Steroids Lipid Res. 5, 65; (1974) Ibid 
J , 143; (1974) Ibid J , 209.
If (b) Acebal, C . Arche, R., Casals, C., Castro, J. y Rodrfguez, S. (1979) Int. J. Biochem. 10, 463.
(c) Acebal, C., Arche, R., Castro, J., Garcfa-Barreno, P. y Municio, A.M. (1977) Int. J. Biochem.
S, 537.
(d) Balibrea, J.L., Garcfa-Barreno, B., Garcfa-Barreno, P. y Municio, A M. (1979) Int. J. Biochem. 
10, 91.
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il MATERIALES Y METODOS
ll. l .  MATERIAL BIOLOGICO
Los polmones de conejo utilizados a lo largo de este trabajo se han obtenido en un 
matadero industrial. Después de sacrifîcar el animal, los pulmones se extrajeron râpidamente y se 
congelaron en aire Uquido, manteniéndolos posteriormente a -60*’C hasta el moiiiento de su 
utilizaciôn.
11.2. PREPARAaON DE SUSTRATOS
Palmitoil-m-glicero-3-fosfocolina (0.05 nci/fimol) se prépara a partir de 
*^C- LPC de actividad especffica 59 mci/mmol (Amersham Radiochemical Center. Inglaterra) y 
LPC frfa obtenida a partir de dipalmitoilfosfatidilcolina (Sigma Chemical Co). Asimismo, todos los 
anâlogos de sustrato no radioactivos se obtienen a partir del correspondiente fosfolfpido por 
hidrôlisis enzimitica con fosfoUpasa A-t.
il.2.1. lEdràlisis de Fosfolfpidos
La hidrôlisis de fosfatidilcolina y de otros fosfolfpidos se lleva a <ubo con veneno de 
C rô ta lu s Adamanteus (Sigma Chemical Co.) que contiene fosfoUpasa A j ,  previamente 
deslipidizada con éter:
Se afiade el fosfolfpido disuelto en éter (0.4 ml/mgr PL) a una mezcla de veneno de 
C.A., C ad ) SmM y tampôn borato 0.1 M, PH = 7.2, en las proporciones siguientes: 2.5 mgr, 0.2 
ml y 0.2 ml. respectivamente por cada 10 mgr. de fosfolfpido . La mezcla se incuba con agitaciôn 
(agitador incubador NBS Gyratory) durante 3 horas a 29° C, al cabo de las cuâles se detiene la 
reacciôn por adiciôn de metanol (0.2 ml./mgr. PL). La protefna se élimina por filtraciôn a través 
de una plaça de vidrio sinterizado (poro 4) y el filtrado se lleva a sequedad en un evaporador 
Totatorio tras sucesivas adiciones de metanol.
Para separar los productos de reacciôn, âcidos giasos y lisofosfolfpidos, se aAade 50 ml. 
de éter al resfduo sôlido y la suspensiôn se deja enfriar durante 20 horas a -20°C. Los 
lisofosfolfpidos precipitan en éter frio por su mayor polaridad y se separan por centrifugaciôn 
durante 10 minutos a 12.000 x g en una çentrffuga SorvaD RC2B a 0-2° C. El sedimento se lava 
dos veces con éter frio, obteniendo rendimientos superiores al 95%.
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11.2 .2 . Criterios de pureza
a) Cromatografi’d ett capa fina:
Se lleva a cabo para controlar la pureza de la LPC y otros lisofosfolfpidos aislados, asf 
como el rendimiento de la hidrôlisis. Se aplkan el sustrato, el producto de la hidrôlisis y laXPC 
aislada por precipitaciôn .en éter frio, en plaças de silicagel-G (SGG-Keissegel-G, Merck) de 20 x 20 
cm. y 0.5 mm. de espesor, previamente activadas a 110°C durante 1 hora. La cromatograffa se 
desarrolla en el sistema cloroformo/nietanol/agua (65:25:4, v/v/v) y se révéla con vapores de iodo. 
(Figura 10).
A G.
L P C .
Fig. 10.— Cromatograffa monodimensional para separar los 
productos de la hidrôlisis de fosfolfpidos.
h) Cromatografta de gases
El anâlisis de âcidos grasos de los lisofosfolfpidos se lleva a cabo por esta técnica 
cromatogrâfica. Los ésteres metflicos de los âcidos grasos preparados de acuerdo con cl método de 
Metcalfe y Schmitz (1961), se extraen con hexano y se analizan en un cromatôgrafo de gases 
Hewlett Packard, modelo 5750, equipado con un detector de ionizaciôn de llama y columnas
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rellenas de succinato de dietilenglicol al 15% sobre Crotnosorb. La identidad de los pic os y 
validez cuantitativa de las concentraciônes calculadas para los âcidos pasos se establecen por 
comparaciôn con patrones de esteres metflicos de los diferentes âcidos grasos.
II. 2.3. Determinaciôn ctiantitadva de Fosfolfpidos
Se lleva a cabo por el método de Rouser et al. (1966);
Las muestras de fosfolfpidos se transfieren a matraces Rjeldal a los que se adicionan 0.9 
m l de âcido perclôrico al 70% una vez que se ha eliminado todo res(p de disolvente orgânico. Los 
matraces se introducen en un bafio de arena a 250-260°C durante 25 minutos dejândoios enfnar a 
continuaciôn a temperatura ambiente. Para la valoraciôn colorimétrica del fôsforo se afiaden 7 ml. 
de agua destilada, 1 m l de soluciôn de molibdato amônico al 2.5% y 1 ml. de âcido ascôrbico al 
10%. El conjunto se calienta durante 7 minutos en un baüo de agua hirviendo, al cabo de los 
cuales la reacciôn se detiene por inmersiôn de los matraces en hielo. El molibdato amônico forma 
un complejo con el fôsforo que se reduce por el âcido ascôrbico dando lugar a un compuesto 
coloreado con un mâximo de absôrciôn a 820 nm. La lectura de absorbancias se lleva a cabo en un 
colorfmétro Côleman Junior II, modelo 6/20 y los pgr de fôsforo se determinan mediante una 
curva patrôn de fosfato inoigânico, siendo el método sensible entre 1 y Sfigr. de fôsforo por 
muestra.
n.2.4. Sfntesis enzimitica de 1(9 10' H)-palmitoil-sn-giicero-3 fosfoetanolamina
Debido a la no disponibilidad comercial de PE y LPE tritiadas se prepararon 
enzimâticamente para estudios de especificidad de la enzima lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa 
y de competencia entre sustratos.
Para ta sfntesis de di-(9-10'-H)-palmitoil fosfatiletanolamina se utiligô como preparado 
e n z im a tic o  el sobrenadante postmitocondrial de hfgado y/o cerebro aislado mediante 
centrifugaciôn diferencial (segùn se describe en el apartado II.4.1) y se incubé durante 1 hora à 
37°C en un medio de la siguiente composiciôn:
Mg c il  0.4 mM, ATP 0.4 mM, CoA 0.12 mM, 
âcido (9-10* H)-palmftico (154 ci/mol) 0.06 mM 
suspendido previamente en COj H K mediante sonicaciôn,
50 mgr. de protefna y tampôn fosfato potâsico 0.1 M pH 7.2 
en un volumen final de 30 ml.
La reacciôn se detuvo por adiciôn de cloroformo/metanol (2:1, v/v) y los Ifpidos se
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extrajeron por el método de Biigh y Dyer, (1959). Los Ifpidos totales aislados se fraccionaron en 
sus distintas clases de fosfolfpidos por cromatograffa en capa fina monodimensional, utilizando el 
.sistema cloroformo/mctanol/amoniaco 7M (90:54:11, v/v/v). El revelado se lleva a cabo con el 
reactivo Dittmer (Dittmer 1964) en los latérales de la aplicaciôn principal, donde bay contrôles 
aplicados (Figura 11) y la mancha correspondiente a la fosfatidiletanolamina se raspa y se eluye de 
ta silicagel mediante e.xtracciones sucesivas con cloroformo/metanol (2:1, 1:1 y 1:9, v/v) y 
metanol puro. La silicagel se sépara de la fase orginica por filtraciôn en plaça de vidtio sinterizado 
(poro 4). El filtrado se lleva a sequedad en el rotavapor y el residuo scco se lava con cloroformo 








C L O R O F O R M O /  m e t a n o l  /  A M O N I A C O
(<K); 54  11 V /  V /  V ) .
Fig. 11. Separaciôn de Ifpidos polares por cromatograffa unidimensional.
La * H PE aislada se sometiô a hidrôlisis enzimitica de acuerdo con el método descrito 
en el apartado 11.21.. obteniéndose el lisoderîvado correspondiente. Mediante cromatograffa de 
gmses se comprobô que la * H-LPE sintetizada tiene âcido palmftico en mayor proporciôn y algo de 
icido esteartco estando casi excluidos de su composiciôn los âcidos grasos insaturados.
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El câlculo de la actividad especffica de la * H-LPE se llevô a cabo por anâlisis 
cuantitativo de fôsforo (II.2.3) y contaje de la radioactividad incorporada por centelleo Ifquido, 
utilizando como sistema de centelleo: naftaleno 150 gr.; PPO 10.5 gr.; PO POP 0.45 gr.; dioxano 
hasta complétât 1.500 ml. y 300 ml. de agua destilada. Las medidas se efectuaron en un 
espectrômetro de centelleo Ifquido Packard Tri-Car b 3255, con estandard externo para el câlculo 
de la eficiencia del contaje.
La actividad especffica de la * H -LPE aislada, fiié de 4.55 mci/mmol y fué 
c o n v e n ie n te m e n te  d i lu fd a  a 0 .2  n c i/p m o l co n  LPE frfa obtenida a p a r t i r  de 
dipali^itoilfosfatidÛetanolamina.
II.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
a) Ensayo enzimatico
Las actividadcs lisolecitina acilhidrolasa y lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de la 
enzima se ensayaron simultaneamente en el mismo medio de incubaciôn que contiene 0.4 pmoles 
de 1-(1-'*C)-palmitoil-sn-^cero-3- fosfocolina (actividad especffica 0.05 pci/jimol) suspendidos 
en 0.5 ml. de tampôn fosfato potâsico 0.1 M pH 6.5 mediante sonicaciôn durante 30 segundos, en 
un sonicador MSE. La reacciôn se inicia afiadiendo 0.5 mi. del preparado enzimâtico, de 
concentraciôn variable. La mezcla de incubaciôn se agita a 37°C en bano de agua durante 5 
minutos, deteniéndose la reacciôn al cabo de este tiempo por adiciôn de 5 ml. de 
cloroformo-metanol (2 :1 , v/v).
b) Identificaciôn de los productos de reacciôn
La extracciôn de los Ifpidos se realiza por la adiciôn dos veces consecutivas de 5 ml. de 
cloroformo-metanol (2 :1 , v/v), agitândose la mezcla por vibraciôn durante 1 minuto y 
extrayéndose a continuaciôn la fase clorofôrmica.^ Los extrados clorofôrmicos reunidos se lavan 
con 0.25 nü. de KCl 0.1 M y la fase cloroformica, una vez extrafda, se lleva a sequedad en un 
rotavapor à temperatura no superior a 40° C.
La separaciôn de los Ifpidos se lleva a cabo por cromatograffa en capa fina utilizando el 
sistema cloroformo-metanoLagua (65:25:4, v/v/v). Las manchas se visualizan por vapores de iodo, 
se raspan y se transfieren a viales de centelleo para su contaje. Mediante esta técnica 
crpmatogrâfica podemos analizar cuantitativamente no solo les prodrctos de reacciôn. sino 
también el sustrato, a fin de determinar el porcentaje de PC y AG sobre el total de los Ifpidos 
extrafdos.
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■ é) Medida de la radioactividad en PC, AG y  LPC
La radioactividad incorporada se détermina por centelleo Uquido utilizando como 
sistema de centelleo:
Tolueno/Tritôn-x-lOO/HjO (2:1:0.2, v/v/v)
El tolneno contiene PPO 0.5% y POPOP 0.03%. La presencia de un detergente posibilita 
la adiciôn de : ^ a  al Uquido de centelleo (Tolueno) lo que disminuye la adsorciôn de les Ifpidos 
polares sobre ta Silicagel.
La Silicagel produce un quenching despreciable en las pequefias cantidades que se 
rascan. En todas las muestras se efectuô la correcciôn del quenching con el estandar externo.
II.4. AISLAMIENTO DE LA LISOLECITINA: LISOLECITINA ACILTRANSFERASA
Las sucesivas e tapas de aislamiento y purificaciôn se esquematizan en la figura 12. Todo 
el proceso se Qevô a cabo a una temperatura de 4°C.
n.4.1. Aislamiento de fiacciôn soluble
Los pulmones se perfunden con una soluciôn de KCl al 15% con el fin de eliminar al 
mâximo la sangre de los vases sangufneos. A continuaciôn, se trocean y se homogeneizan en 
Omni-Wxer (Sorvall) durante 2-3 minutes, con  tam pôn  fosfato potâsico 50 mM, pH 6 .8  que 
contiene sacarosa 0.25 M, glicerol al 10% y EDTA 1 mM, en la proporciôn 3 ml. de tampôn/gr. de 
tejido.
El homogeneizado se centrifuga a 27 000 x g durante 15 minutos en una çentrffuga 
Sorvall RC2B, por dos veces. El sobrenadante post -mkocondrial, previa filtraciôn por gasa doble, 
se centrifuga a 150.000 x g durante 60 minutos en una ultracenttffuga Beckman, modelo L-5 
(Rotor 65). La fracciôn soluble résultante, que contiene la mayor parte de la actividad lisolecitina: 
hsolecitina aciltransferasa, se somete a las siguientes e tapas:
Ii.4.2. Aecipitaciôn con sulfato amônico. Redisoluciôn y diâlisis
a) Ttatamiento con (NH 4  )t  SO4
La saturaciôn con sulfato amônico, necesaria para una precipitaciôn ôptima se 




Tratamiento con (NH< SO* al 15% durante 30 minutos.








En todos los pasos se detnm ino la actividad de la enzima en el sedimento y en el 
sobrenadante, utilizando la misma concentraciôn de proteinas para todas las fracciones.
El sulfato amônico finamente pulverizado se anade a la fracciôn soluble, lentamente y 
bajo agitaciôn constante hasta una saturaciôn del 65%. Pqsteriormente.se man tiene la soluciôn con 
agitaciôn magnética a 4°C durante 30 minutos, al cabo de los cuales se centrifuga a 12.000 x g 
durante 30 minutos. La actividad se récupéra en cl sedimento.
b) Redisoluciôn y  diâlisis
El precipitado se resuspende con un homogeneizador de vidrio-teflôn en un volumen 
mâximo de 50 m l de tampôn fosfato potâsico 50 mM { ^  6 .8  que contiene 0 -mercaptoetanol 10 
mM y glicerol al 10%. La disoluciôn se dializa frente a 2 litrus del mismo tampôn durante 14-16 
horas. Las proteinas que precipitan durante la diâlisis se eliminan por cenrhfugaciôn a 12.000 x g 
durante 30 minutos.
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U.4.3. Cromatograffa en DEAE-celulosa
a) Preparaciôn del cambiador
El cambiador, DEAE-celulosa, se trata con 15 volûmenes de HCl 0.5N durante 30 
minutos, lavândose a continuaciôn con agua destilada hasta pH 6.0. El proceso se vuelve a repetir 
dos veces con NaOH 0.5N,lavândose con agua destilada hasta alcanzar un pH neutro. El 
sobrenadante se decanta después de cada lavado, una vez que la résina haya sedimentado, para 
eliminar las partfculas finas que acompaHan al material comercial.
Posteriormente el cambiador se suspende en tampôn fosfato potâsico 0.05M pH 3.0, 
renovandose el tampôn hasta obtener un pH menor de 4.5, en orden a procéder a la 
desgasifîcaciôn de la résina en una trompa de vacto, con agitaciôn ocasional, durante 3-4 horas. Al 
cabo de este tiempo se lleva a pH neutro por sucesivos lavados con tampôn fosfato potâsico 0.05 
M pH 8-9, equilibrândose a continuaciôn con tampon fosfato potâsico 0.05 M pH 6 .8  conteniendo 
6 -mercaptoetanol 10 mM y glicerol al 10%. El cambiador se conserva,hasta su utâizaciôn,en este 
tampôn, a 4 °C
b) Adsorciôn y  eluciôn de ta lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa
El sobrenadante postdiâlisis se aplira en una columna de DEAE-celulosa (2.5 x 26 cm.) 
equilibtada con tampôn fosfato potâsico 0.05 M conteniendo ^-mercaptoetanol 10 mM y ^ c e ro l 
al 10%, y se lava con 300 ml. del mismo tampôn hasta que el eluido quede libre de protefnas. A 
continuaciôn se eluyen las proteinas adsnrbidas con un gradiente discontinue de NaCl (75, 125, 
150 y 200 mM) en tampôn de equilibrado, pasando 130 ml. de cada eluyente. Fracciones de 10 
niL se recogen en un colector Redi-Rac (LKB) equipado con un registre continuo Ihricord II.
La actividad de lisolecitina: lisolecitirus aciltransferasa se obtiene con el eluyente NaCl 
125 mM. Las fracciones activas se reunen y se conservan a 4°C hasta su posterior tratamiento.
c) Regeneraciôn
El cambiador se trata con 250 ml. de tampôn de equilibrado conteniendo NaCl 1 M, 
para eliminar todas las protefnas que han quedado retenidas fuertemente. A continuaciôn se lava 
exhaustivamente con agua destilada para retirât el NaCl y después con tampôn fosfato potâsico 
0.05 M pH 4 en orden a procéder a su desgasifîcaciôn, siguiendo r. contint aciôn los mismos 
procesos explicados anteriormente (Preparaciôn del cambiador).
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II.4.4. Concentraciôn en polietileng^icol
Las fracciones activas reunidas se diaiizan frente a 1.5 Utros de una soluciôn de 
polietilenglicol al 15% en agua destilada, durante 16 horas bajo agitaciôn fuerte y constante.
La soluciôn de protefnas se concentra hasta 2-4 ml. y las paredes de la boisa de diâlisis 
se lavan con tampôn fosfato potâsico 0.05 M pH 6 .8  conteniendo NaCl 0.5 M, 0 -mercaptoetanol 
lOmM y glicerol al 10% hasta un volumen final de 8-10 ml. Las proteinas que precipitan durante 
el proceso se eliminan por centrifugaciôn a 2 0 .0 0 0  x g durante 2 0  minutos.
11.4,5. Cromatograffa en Aca-44
a) Preparaciôn del gel
La hidrataciôn del gel se consigne manteniendo el sôlido comercial (Ultrogel Aca-44, 
LKB, 4% acrilamida y. 4% agarosa) durante 3 dfas a temperatura ambiente en un exceso de agua 
destilada. El proceso puede acelerarse manteniendo el gel en bano de agua hirviendo durante 3-5 
horas. Para su desgasifîcaciôn se somete a vacio en trompa de agua agitando ocasional y 
cuidadosamente.
El gel hidratadp y desgasificado se deposita en una columna cromatogrâfica (2.6 x 100 
cm.) y se lava exhaustivamente con el sistema de eluciôn: tampôn fosfato potâsico 0.05 M pH 6 .8  
conteniendo NaCl 0.5M, g-mercaptoetanol 10 mM y glicerol al 10%, previamente desgasificado.
b) Cromatografia de la fracciôn de lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa
Las fracciones activas obtenidas del DEAE-celulosa y concentradas conjuntamente hasta 
un volumen mâximo de 8-10 ml. se aplican en la columna previamente equilibtada. Se eluye con el 
mismo tampôn de equilibrado a un flujo de 45-50 ml/h. Las fracciones con actividad de 
lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa se conservan a -60° C.
Una vez realizada la cromatograffa, la columna se lava con el sistema de equilibrado 
quedando asf dispuesta para su posterior utilizaciôn.
II.4.6. Cromatograffa en Hidroxiapatito
Este tipo de cromatograffa sôlo se lleva a cabo en aquellas ocasiones en las que interesa
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un preparado enzimatico de elevada pureza (por ej.: para la determinaciôn del peso molecular) ya 
que si bien su pone un aumento signidcativo del grado de purificaciôn, se observa sin embargo una 
disminuciôn considerable del rendimiento.
Las fracciones activas obtenidas en el proceso anterior se reunen y se diaiizan frente a 
un litro del tampôn utilizado anteriormente pero sin NaCl, durante 12 horas.
a) Preparacién del gel
La cantidad de hidroxüapatito (Biogel HTP-Bio Rad Laboratories) utilizado para montar 
la columna es de 0.3 gr. de hidroxilapatito/ml. de lecho del gel, cargândose 5 mgr. de protefna por 
ml. de lecho. El hidroxüapatito se suspende en un exceso de tampôn fosfato potâsico O.OSM. pH 
6 .8  conteniendo ^-mercaptoetanol lOmM y glicerol al 10% y se equüibra por lavados sucesivos con 
dirho tampôn.
b) Adsorciôn y  eluciôn
El dializado anterior se aplica en una columna de 0.8 x 4 cm. y se lava con 10 ml. del 
tampôn de equüibrado. A continuaciôn, las protefnas se eluyen con un gradiente discontfnuo de 
tampôn fosfato potâsico 100, 150 y 200 mM conteniendo g-mercaptoetanol lOmM y glicerol al 
10%, pasando 3 ml. de cada eluyente. La fracciôn activa se recoge en el tampôn 150 mM y se 
conserva a -60“ C en fracciones de 1 ml.
Una vez finalizada la cromatograffa, el gel se desecha ya que la utilizaciôn del 








Diâlisis fren te  a tam pon fo sfa to  potâsico 0 .05  M  p H  6.8  
conteniendo 0-m ercaptoetanol 10 mM  y  glicerol ai 10%  
fPIv)
SOBRENADANTE SEDIMENTO
Cromatografia en DEAE-celulosa (2 .5  x  26 cm .) en gradiente 
diseontinuo de NaCl (75. 125. 150 y  200 mM) en tam pon
FRACCIONES ACTIVAS EN 
EL ELUYENTE 125 mM.




Cromatografia en AC à -44  (2.6 x  100 cm .) en el m ifm o  
tam pôn conteniendo NaCl 0.5 M
(V olum en de eluciôn : 2 30 -250  ml. siendo 
el volum en de exclusiôn 140 mL)
Diâlisis
Cromatografia en H idroxiapatito (0.8 x  4 cm .) en un gradiente 
diseontinuo de tam pôn fo s fa to  potâsico 100, 150 y  200 mM.
FR. ACTIVAS (160 mM»
Fig. 12. E tapas del aislamiento de lisolecitina: 
lisolecitina aciltransferasa.
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II.4.7. Valoraciôn de proteinas
En todas las etapas del proceso de aislamiento se lleva a cabo la valoraciôn de proteinas 
de las fracciones activas por el método de Ross y Schalz (1973) que consiste en una modificaciôn 
del método de Lowry (1951) en orden a carboximetilar los grupos SH del g-mercaptoetanol 
présente en los tampones de aislamiento. Dichos gmpos absorben a la misma longitud de onda que 
el complejo formado por la adiciôn de los reactivos del método de Lowry, conduciendo a una 
determinaciôn errônea de la concentraciôn de proteinas.
— Procedimiento
Se aflade a cada tubo 0.2 ml. de muestra con una cantidad de protefnas comprendida 
entre 10-100 ngr. A continuaciôn se adicionan 0.2 ml. de Na, CO, 0.375 M, NaOH 0.1 M y 0.1 
ml. de iodoacetato sôdico 2N preparado en cl momento. La mezcla se incuba durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. El Na% CO, neutraliza el HI que se produce al reaccionar el iodoacetato, 
con el 0-mercaptoetanol del tampôn en que van disueltas las protefnas.
Posteriormente se adicionan a cada tubo 2.5 ml. del sistema siguiente, preparado en el 
momento de su utilizaciôn:
Naj CO, al 3% en NaOH 0.1 N/CuSO*. 5 H ,0  al 2%/tartrato sôdico-potâsico àl 4%
(1 0 0 :1 :1, v/v/v)
La mezcla se agita y se deja en reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se afiaden 0.25 ml. del reactivo Folin-Ciocalteau (Merk) dilufdo 1/2 y 
después de 30 minutos se lee la absorbancia frente a un blanco constitufdo por 0.2 ml. del tampôn 
de aislamiento (con o sin NaCl 0.5 M) y el resto de los reactivos mencionados anteriormente. La 
concentraciôn de protefnas en cada muestra se détermina mediante una curva patrôn de 
absorbancias, a 750 nm, frente a concentraciones conocidas de albûmina cristalizada de suero de 
bovino (Sigma Chemical Co.) disuelta en el tampôn de aislamiento.
II.5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMDDA CON SDS
El proceso se lleva a cabo en plaças de poliacrilamida del 7,5% segun el método de 
Laemmli (1970) modificado por Chapman et al., (197(>).
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— Procedimiento
a) Preparaciôn del sistema de plaças
Se utilizan dos plaças de electroforesis (20 x 20 cm.) unidas entre si por sus bordes 
latérales e inferior con vaselina o agar mediante un sistema de 3 soportes de 0.3 mm. de espesor, 
quedando un espacio entre las plaças del mismo espesor, donde polimerizan los geles.
b) 'Preparaciôn de los geles superior e inferior
Se parte de las siguientes soluciones:
Soluciôn A : Acrilamida al 30.4% (p/v) y  bisacrilamida al 0.8% (p/v) en agua destilada. La solu—
ciôn se filtra a través de papel Whatman n“ 1.
Soluciôn B : SDS (dodecilsulfatosôdico) al 4% (p/v) èn tampôn tris HCl 1.5 M, pH 8 .8 .
Soluciôn C : SDS al 4% (p/v) en tampôn tris HCl 0.5 M, pH 6 .8 .
Soluciôn D : Persulfato amônico al 10% (p/v) en agua destilada. Esta soluciôn se prépara en el
momento de su utilizaciôn.
Gel inferior del 7,5% de poliacrilamida
Para su formaciôn se mezclan las soluciones A, B y agua. destilada en la proporciôn 
1:1:2 (v/v/v). La mezcla se desgasifica a vacio con agitaciôn ocasional, a temperatura ambiente. A 
continuaciôn se afladen 2,5 pi de TEMED (N, N, N’, N’ - tetrametil - etilen - diamina) y 20 pl de 
soluciôn D por cada 4 ml. de la mezcla anterior y el conjunto se introduce râpidamente en el 
espacio existente entre las dos plaças de electroforesis, llenândose hasta una altura de 13 cm. A 
■continuaciôn, se adiciona cuidadosamente agua destilada hasta formar una capa de 2 cm. de altura, ' 
que évita la deshidrataciôn del gel y la formaciôn de menisco. La polimerizaciôn tiene lugar en 30 
minutos aproximadamente, a temperatura ambiente. Finalizada esta, se viette el agua que cubre el 
gel y se procédé a la polimerizaciôn del gel superior.
Gel superior
Es de menor grado de reticulaciôn (4.5% de poliacrilamida), utilizândose para 
concentrar la muestra y facilitar su separaciôn. Para la formaciôn del gel superior se mezclan las
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soluciones A, B y agua destilada en las proporciones 0  6:1:2.4 (v/v/v) y se desgasifica la mezcla a 
temperatura ambiente. Posteriormente se aitaden 4 fil de TEMED y 16 fil de soluciôn D por cada 4 
ml. de la mezcla anterior y el conjunto se deposita encima del gel inferior, hasta casi el borde 
superior de la plaça. A continuaciôn, se introduce una pieza a modo de peine alrededor de la cual 
polimeriza el gel superior, formindose los depôsitos de aplicaciôn de muestras (pocilloa).
e) Preparaciôn de muestras y  electroforesis
Las muestras se diaiizan frente a agua destilada para eliminar el glicerol y la KOH 
présente en el tampôn de aislamiento, y se liofilkan. El residuo sôlido se dUsuelve en tampôn tris 
H d  60mM, pH 6 .8  conteniendo g-mercaptoetanol al 5% (v/v), ÿicerol al 10% (p/v) y SDS àl 3% 
(p/v) y se calienta a 100“ C durante 4 minutos en bafio de agua.
La concentraciôn de la muestra asf preparada debe ser de 1.5-2 mgr/ml., aplicândose 
cantidades de 30 fil en cada pocillo de la plaça. En los depôsitos o pociUos de los extremos se 
aplica azul de bromofenol al 0 .0 1 % (p/v) en el mismo tampôn, como referenda de migraciôn.
El tampôn utilizado en las câmaras superior e inferior de la cubeta de electroforesis es 
tris HCl 25 mM, pH 8 .8  conteniendo glicocola 0.2M y SDS al 1% (p/v). Para la realizaciôn de ta 
electroforesb se aplica una intensidad de corriente de 35 mA por plaça, mediante una fuente de 
tension LKB modelo 3371 D. El proceso dura 4 horas aproximadamente, al cabo de las cuales el 
gel se extrae cuidadosamente por separaciôn de las plaças.
d) Localizaciôn de las proteinas
Se lleva a cabo por tinciôn con azul de Coomassie, por tratamientos sucesivos de 1-2 
horas de duraciôn,con très sistemas:
Sistema I Azul de Coomassie al 0.03% (p/v) en una disoluciôn de etanol-acético-agua en la
proporciôn 25:10:65 (v/v/v)
Sistema II Azul de Coomassie al 0.003% (p/v) en una disoluciôn de etanol-acético-agua (10:10:
80, v/v/v)
Sistema III Azul de Coomassie al 0.001% (p/v) en una disoluciôn de etanol-acético-agua (1.5:10:
88.5, v/v/v)
 ^ El exceso de colorante se élimina por lavados sucesivos por âcido acético al 10% (v/v).
La plaça del gel puede conservarse en la soluciôn de âcido acético dilufdo o en boisas de plâstico 
herméticamente cerradas y humedecidas interiormente por esta soluciôn.
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II.6 . DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
Se Uevô a cabo por electroforesis en gel de poliacridamida con SDS.
Una serie de protefnas patrones se sometieron a electroforesis por el método descrito en 
cl apartado anterior. Las protefnas utUizadas son:
Albûmina — suero de caballo. Peso molecular 68.000 (Sober, 1968)
Piruvato Kinasa — Mûsrulo de conejo. Peso molecular 57.000 (Steinmetz y Deal, 1966) 
a-amilasa — Bacillus subtilis. Peso molecular 48.460 (Sober, 1968)
Aldolasa — Musculo de conejo. Peso molecular 38.953 (Lai et al., 1974)
Triosa fosfato isomerasa.— Mûsculo de conejo. Peso molecular 27.000 (Corran y Waley, 1975) 
Histona H\ y  Ht — Eritrocito de polio. Peso molecular 22.000
Todos los pesos moleculares se refieren al monômero correspondiente.
Una vez efectuada la electroforesis se représenta el logaritmo del peso molecular frente a 
la movilidad relativa respecto al azul de bromofenol. La interpolaciôn de la movilidad relativa de la 
lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de pulmôn de conejo en la recta patrôn, proporciona el 
peso molecular de la cadena polipeptfdica de la enzima.
11.7. AISLAMIENTO DE CUERPOS LAMELARES
El aislamiento de cuerpos lamelares se llevô a cabo por el método descrito por Engle et 
al., (1976).
Los pulmones lavados con una soluciôn de KCl al 15% a 4°C, se trocean y se 
homogeneizan en Potter-Elvehjem de émbolo de teflôn con tam p ô n  tris HCl 0.01 M pH 7.4 
conteniendo sacarosa 0.33M, en la proporciôn de 10  mL de tampôn/gr. de tejido.
El homogeneizado se centrifuga a 600 x g durante 10 minutos y el sobrenadante que 
résulta se deposita sobre tma soluciôn de sacarosa 0.75M en el mismo tampôn, centrifugândose a
40.000 X g durante 40 minutos en un rotor dotante SW-40. Esta centrifugaciôn en gradiente de 
densidad da lugar a très bandas: La banda superior, de sacarosa 0.33M, se utiliza para el 
aislamiento de la fracciôn soluble mediante centrifugaciôn a 150.000 x g durante 1 hora (Rotor 
65). La banda intermedia, de sacarosa 0.54M, esta enriquecida en cuerpos lamelares. La banda 
inferior, de sacarosa 0.75M contiene las mitocondrias y microsamas que se separan posteriormente 
por centrifugaciôn diferencial.
La fracciôn enriquecida en cuerÿos lamelares se diiuye con tampôn tris HCl O.OIM, pH
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7.4 conteniendo sacarosa 0.58M, -efectuindose a continuaciôn una nueva centrifugaciôn en 
gradiente de densidad con sacarosa 0.33, 0.58 y 0.75 M a 65,000 x g durante 2 horas. La handa 
que résulta entre el gradiente 0.33—0.58M de sacarosa corresponde a la fracciôn de los cuerpos 
lamelares. Dicha fracciôn se recoge y se diiuye con el tampôn de homogeneizaciôn, 
centrifugândose a continuaciôn a 56.000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante se desecha y el 
sedimento,resuspendido eh el mismo tampôn se conserva a -2 0 “ C hasta su posterior utilizaciôn.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION
III.l. LOCALIZACION SUBCELULAR
La distribuciôn subcelular de la lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de pulmôn de 
conejo se detalla en la Tabla I. Como se puede observar las dos actividadcs de la enzima hidrolftica 
y transacilâsica.se encuentran predominantemente en la fracciôn soluble, estando ausentes en los 
cuerpos lamelares (Batanska y Van Golde, 1977) asi como en los microsomas y mitocondrias.
Tabla I. Distribuciôn subcelular de las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn de la enzima lisole­







Mitocondrias 372.8 9.2 3.6 4.5 3.2
Cuerpos
Lamelares
308 16.2 0.43 4.0 0 .2
Microsomas 25 14.4 4.7 6 .0 3.6
Fr. soluble 2156 39.6 91 2 2 .0 92.9
Actividad especffka: nmol«s/min/mgr protefna.
% : porcentaje de la distribuciôn de la actividad total.
Todas las fracciones subcelulares se aislaron de acuerdo con el môtodo descrito en el apartado 11.7, utilizando técni- 
cas de centrifugaciôn diferencial y en gradiente de densidad.
Las concantraclonas de protefna en la Incubaciôn fueron de 0.2 mgr/ml para la fracciôn soluble y 0 25 mgr/ml para 
el resto de las fracciones subcelulares.
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I1I.2. AISLAMIENTO DE LA LISOLECITINA: LISOLECITINA ACILTRANSFERASA
IIL2.1. Proceso de aislamiento
En la tabla II se recogen los resultados obtenidos en la purificaciôn de la enzima 
lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa a partir de la fracciôn soluble de pulmôn de conejo.
A m b a s  a c t iv id a d e s  se p u r if ic an  c o n ju n ta m e n te . s ien d o  la re la c iô n  
hidrôlisit/transacilaciôn igual a 2 en las ultimas etapas del proceso. Esta relaciôn sôlo se mantiene 
constante en deiterminadas condiciones ya que la variaciôn de la concentraciôn del sudtrato, de la 
(uerza iônica, del pH y de la concentraciôn de protefnas modifiez la relaciôn como se estudiarâ 
posteriormente.
Tabla II. Purificaciôn de lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de pulmôn de conejo.
Etapa
Volùmen Protefna Actividad total Actividad espec. Purificaciôn Rendimiento Relaciôn ***
ml. mgr totales nmoles PC/min nrrtoles PC/min/ 
mgr
veces % H/T
Fr.sohible 190 3572 32862 9.2 100 2.6
0-65%
|NH*),SO*
48 1152 32256 28 3.0 98 2.6
Diâlisis 57 838 26481 31.6 3.5 80.6 2.7
DEAE-
calulosa
136 70 15540 ' 222.0 24.0 47.2 2.1
ACA-44 10 1 732.6 732.6 80.0 2 2
( ■ ) Relaciôn entre las actividades especfficas de la hidrôlisis y de la transacilaciôn. En la tabla se ex pone la actividad 
aspecfRca para la raacclôn de transacilaciôn.
La fracciôn soluble se obtuvo a partir de 115 gr. de pulmôn. Las actividades enzimâticas de hidrôlisis y transacilaciôn 
ta determinaron como se describe en el apartado 11.3.
Los perfîles de eluciôn obtenidos en la cromatograffa en DEAE-celulosa y en ACA-44 se 
representan en las Figuras 11' y 12* respectivamente.
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III.2.2. Estabilidad de la enzima
Las acâvidades transacilâsica e hidroli'tica que aparentemente présenta la enzima 
desaparecen de forma paralela por repetidos procesos de congeiaciôn y descongelaciôn, por 
liofilizaciôn, por acidificaciôn del medio a pH < 5, por tratamiento térmico a temperatura: 
superiores a 50®C, por carboximetilâciôn de la enzima con ICHjCOONa lOmM, en ausencia de 
g-mercaptoetanol lOmM en los tampones de aislamiento y en presencia de tritôn-X-100 al 0.05%. 
Todo ello unido a que ambas actividades manifiestan un comportamiento crorriatogrâfîcô idéntico 
y que la electroforesis de la enzima purificada en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 
fi- nercaptoetanol da lugar a una sola banda, indica que realmente una ùnica enzima es responsable 
de las actividades de hidrôlisis y de transacilaciôn.
Durante todo él proceso se ha utilizado glicerol al 10% (p/v) en los tampones de 
aislamiento, asf como para el almacenamiento de la enzima a -60°C. El glicerol proporciona un 
medio mas viscoso que en cierta manera simula el ambiente celular en el que se encuentra la 
enzima siendo, por tanto, mas adecuado para la protecciôn de la contormaciôn nativa de la 
protefna. Para las protefnas periféricas de membrana que se separan de esta facilmente eit 
soluciones de baja fuerza iônica y en presencia de agentes quelantes (Coleman. 1973) en los 
tampones de homogeneizaciôn (vease apartado 11.4.1), es importante la presencia de glicerol o 
sacarosa en el medio para el mantenimiento de la estabilidad estruccural ya que la obtenciôn en 
fracciôn soluble conHeva un cambio drastic o del ambiente n a tiv o  Tan ford y Reynolds (1976). 
Neccsariamente, las enzimas implicadas en el metabolismo lipfdico estin asociadas a membranas y









Fig. 11;— Pwfil d t atuciôn d* la ergmatogralii an OEAE-ceiuloM. Abiorciàn a 280
nm (-----1. AeiHfldad anximétiea; da hidrôHan (nmoiai AG/min,-»J. de
vantacdaeiôn (nmoiaa PC/mm.«^).
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principalmente a la membrana microsomal. En este sentido, consideramos que la enzima 
lisolecitina; lisolecitina aciltransferasa es una protefna periferica de membrana ya que participa en 
el metabolismo de la fosfatidilcolina cuya ruta btosintética se encuentra localizada en el lado 
citoplasmitico del retfculo endoplasmico (Colleman y Bell, 1978). Por otra parte, la fuerte 
tendencia a la agregacion con otras protefnas que manifiesta la enzima y el aumento de su 
actividad biosintctica en presencia de Ifpidos, que analizamos a continuaciôn, apoyan esta 
hipôtesis.
ni.2.3. Efecto de agyegaciôn en presencia y ausencia de NaCl
La tendencia a agregar de la enzima licolecitina: lisolecitina aciltransferasa se ponè de 
manfiesto por la apariciôn de las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn en el volumen de 
exclusiôn (pico 1) résultante de la cromatograffa en ACA-44 en presencia de NaCl 0.5 M (figüra 
12’a). La recroniatograffa del pico 2 en ACA-44 en las mismas condiciones (figura 12 b) da lugar a 
un sôlo pico con actividad en un volumen de eluciôn de 240-260 ml, no detectândose en la zona 
correspondiente al volumen de exclusiôn protefnas, ni actividad enzimitica, lo que sugiere que la 
enzima, probablemente, se agrega a otras protefnas. Sin embargo no hay qUe descartar la 
posibilidad de que pueda asociarse consigo misma, sôlo a concentraciones de protefna altas.
El agregado que se forma présenta una relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn 2:1 lo que 
podemos considerar como un Indice de la funcionalidad normal de la enzima en las condiciones de 
concentraciôn de sustrato saturante, pH 6 .8  y fuerza iônica alta en las que se trabaja.
Cuando la cromatograffa en ACA-44 se lleva a cabo en ausencia de NaCl (Figura 13), 
gyan parte de la actividad se recoge en el primer pico con una relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn 2 :1 , 
siendo esta relaciôn anormalmente alta en el pico 2 , lo que es consistente con los estudios 
realizados, que después se expondrân, reSpecto a la variaciôn de las velocidades de hidrôlisis y 
transacilaciôn en funciôn de la fuerza iônka.
Respecto al tipo de fuerzas implicadas en la agregaciôn, el que ésta tènga lugar a fuerza 
iônica baja indica que puede tratarse de fhteracciones electrostaticas, sin embargo, la agregaciôn a 
fuerzas iônkas altas (hasta 0.7 M de NaCl) no permite descartar la contribuciôn de las fuerzas 
hidrôfobicas en este proceso. Por otra parte, se ha Uevado a cabo la recromatograffa del pico 1 en 
ACA-44 en presencia de NaCl 0.5 M resultando un sôlo pico en cl volumen de exclusiôn, lo que 
pone de maniftesto la elevada estabilidad del agregado.
Asi mismo, hay que considerar la posible implicaciôn de las interacciones entre grupos 
-SH en el fenômeno d : la agrc(.aciôn.
Ci









FI*. 121- 1*1 Firfll d* «lueWn d* I* eromalografr* «n A C A -44 m  prnenci* d* N*CI 
0 .6 M. A I FiMW d# thiciôn d* la raeromaïoqrafla dal pico 2 an  A CA-44 en pm ancla 
d* N aO  0 .5 M. S/ndMlo* com o an la ngura antarior.
' FI*. 1 3 .-  Parfll da afcicidn da la erom atoyalla  an ACA-44 an ausencia da NaCl da la
fraecidn DEAE-caiutoM 126 mM. Abaoecün a 280 nm < I. Actividades
aniimdtica*: da hidrOthl* (nmoiaa AG/min- -  4. de transarMaridn (nmnles 
P C /m in .# ^ .
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111.2.4. Efecto del 0 -mercaptoetanol en el medio
La eliminaciôn de g mercaptoetanol del tampon en el que se halla la enzima purificada 
conduce a una pérdida de actividad significativa, posiblemente por la formaciôn de puentes 
disulfuro lo que sugiere que si la agregaciôn se produce sin pérdida de actividad, deben estar 
ausentes este tipo de interacciones en el proceso.
En la tabla III se recoge el efecto de la eliminaciôn de g-mercaptoetanol en el medio. 
Como se puede observar ello conduce a una disminuciôn de ambas actividades del 60%, 
manteniendo relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn constante.
Tabla III.— Disminuciôn de las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn en aüsencia de g-mercapto- 
etanol.
Volumen de eluciôn Con g-mercaptoetanol H/T Sin g-mercaptoetanol H/T 
ACA-44 nmoles/min nmoles/min
ml. PC AG PC AG
230 8 16 2.0 3 5 1.7
240 10.5 22 2.0 5 11 2.2
250 9 20 2.2 3.6 8 2.2
260 7.4 14 1.9 2.5 5 2.0
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III.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
La electro fores» de la enzima en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 
0-mercaptoetanol proporciona una unica banda de protei'na, con un peso molecular de 
aproximadamente 60.000 D, obtenido a partir de una serie de pro te i n as patrones proccsadas de la 
misma forma. En la figura 14 se représenta la recta de calibrado para protei'nas patrones frente a la 
movilidad electroforética relativa.
El peso molecular obtenido coincide con el estimado en una columna de ACA44 
calibrada, lo que indica que la enzima consta de una sola cadena polipeptidica. La posibilidad de 
que se tratase de dos cadenas polipeptfdicas unidas covalentementc por puentes disulfuro quedô 
totalmente descartada al efectuar la electroforesis en presencia de SDS y de (3-mercaptoetanol, 
aüadiendo ICHj COO"Na* en exceso en el disolvente de muestras para bloquear irreversiblemente 
los grupos -SH libres existentes en la protei'na, obteniéndose una s61a banda en la misma posiciôn 








0.2 0.6 0.80.4 movil. rel.
FI*. 14.— R «ea d# cilferado part p ro tt in tt  p ttronat fran li < la movilidad 
• l t e t r o f o r 4 ( l c t  r t i t l l v t  t n  gela» da poliacrilamida coidamando SDS y 
l^marcaploalepol. Loa numéro» corraapondan a la» p totainat: 1 alhùmin» 2 
piruvato quinata, Sct-amHaaa. 4 aWolaaa. S trioaa lo ifato  i»omera»a y S hittena H, y 
H , La Sacha Khala la po»ici6n oblanida para la liin lm iin m :  lù<M>rii.aa 
actltrau/lmoM da milmdn da eonaio.
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III.4. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA POR ADICION DE LIPIDOS
Se ha estudiado la modificaciôn de la actividad de la enzima lisolecitina: lisolecitina 
aciltransferasa por adiciôn de diferentes clases de Ifpidos que adoptan disrintos tipos de 
esmicturas en soluciôn acuosa (desde la distribuciân en bi'capa, a la forma hexagonal H ,| y  
micelar). Los experimentos se han llevado a cabo a bajas (0.01-0.1 mM) y a elevadas (0.1 2.0 mM) 
concern traciones de Ifpidos.
III.4.1. Efecto de los lipides a bajas concentraciones sobre las actividades de la enzima
En la figura 15 se recoge la modificaciôn inducida en la actividad transacilisica por 
adiciôn de diferentes clases de lipidos a concentraciones comprendidas entre.0.01-0.1 mM.
En todos los casos se puede observar que se produce un incremeiito de la actividad de 
transacilaciôn, siendo del 65% sobre el control a una concentraciôn de 0.05 mM de la mezcla 
PC/PE/coJesterol (35/25/40 en peso), del 47% con dipaimitoilfosfatidilcolina 0.04 mM o icido 
palmftico 0.03 mM y del 30% a una concentraciôn de tripalmitina de 0.03 mM.
La activaciôn minima se produce con TG y la mixima con la mezcla de fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina y colesterol lo que puede tener una explicaciôn en funciôn de la estructura 
que adoptan en soluciôn las diferentes clases de lipidos afiadidos:
a) La dipaimitoilfosfatidilcolina forma bicapas en soluciôn acuosa. Taies suspensiones 
multilamelares dan lugar por sonicaciôn a vesiculas unilamelares denominadas liposomas.
b) Los fosfolipidos que componen la mezcla PC/PE/colesterol proceden de yema de huevo y por 
tanto contienen gran diversidad de especies, saturadas e insaturadas. En este sentido, se ha 
coraprobado que la PE en presencia de PC en la proporciôn en que se encuentra en la mezcla 
adquiere preferentemente una estructura de bicapa ya que las fosfatidilcolinas estabilizan su 
formaciôn. Sin embargo, en presencia de colesterol y si en la mezcla hay especies de PC 
insaturadas se produce una transiciôn de fase polimôrfica de una estructura de bicapa a una 
hexagonal (Cullû y Kruiff, 1979). El sistema PC/PE/colesterol (35/25/40) utilizado présenta en 
soluciôn acuosa un polimorfismo de fase por lo que simula la estructura y cl corn portamiento 
de los lipidos que componen la membrana.
c) Los Icidos grasos, a pesar de su estructura anfipâtica no tienen propkdades micelares a pH 
neutro ya que el grupo carboxilo de su zona polar no llega a estar ionizado has ta pH 12. Por 
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Fig. IS.— Modificaciôn do la aclM dad UannciMsica d t  la «nzima lùoérciluim; 
bolecMiM  por adiciôn do dilaronroa d a m  do lipidor. So rtpre ten ta la
oarlociôn do la acfioidad do OonaacNaclôn ( tx prai ada como porcentain  d d  valor 
eorfiroll an ôindôrt d d  Incranwnto do lo concantraciôn do lipadoa an d  modio o da 
lo rd a c lin  UpMa/prolaioo. Loa lipidoa M lom caran jwnlo con <1.4 om doa do I " C  
pohnlloll-LPG 10.06 pci/pmofi an 0.7 ml do tampôn foafoto potiaico 0 .1 M. pH 9.5
V ta  InouParon con 0.2 mgr do protoino durante 30 minutov a 37^C an un volùmen 
total da t ml d d  mitmo tam pôn qua contlotto NaCI 0.05 M. ^marcaptootanol 3 mM
V ÿ le tro l d 3 %
Teniendo en cuenta las consideraciones estructuraies mencionadas, es un hecho 
é v id e n te , q ue  el marcado efecto estimiilante que se observa con el sistema mixto 
(PC/PE/colesterol) se debe a que simula el ambiente lipidico de las membranas celulares. Por otro 
lado, el efecto observado por adiciôn de tripalmitina sugiere que cualquier entorno hidrofobico 
estimula la actividad transacilisica de la enzima.
Es interesante destacar que los icidos grasos presentan un efecto estimulante analogo al
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de la dipaimitoilfosfatidilcolina, cuando las estructuras que adoptan en soluciôn acuosa son 
totalmente distintas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado (Jain et al., 1980) mediante 
técnicas de RMN que mezclas equimoleculares de acidos grasos y lisofosfatidilcolina forman una 
organizaciôn de tipo bicapa. Ello explicarfa que el acido palmftico conjuntamente sonicado con el 
sustrato,l-palmitoil-lisofosfatidilcolina (que se encuentra a concentraciôn saturante), forme a bajas 
concentraciones una estructura anâloga a la dipaimitoilfosfatidilcolina y por lo tanto tenga un 
comportamientp similar y cl mismo valor de actividad maxima sobre el control.
Con respecto a la actividad hidrolftica se observa una disminuciôn por adiciôn de las 
distintas clases de Ifpidos estudiadas. Estos resultados se recogen en la Figura 15 en la que se 
représenta la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn &ente a la concentraciôn de Ifpidos en el medio o a 
la relaciôn Ifpido/protefna. En la figura se puede observar la gran disminuciôn de la actividad 
hidrolftica en presencia del sistema mixto PC/PE/colesterol.
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FI*. 1 6 .-  ModificaeMn d* la ralaelén hidr4llslt/«ramacjlaci6n han ta  a la varlacMn d* 
la ralaeiAn llpM o/prolalna o da la ooneanIracMn da Kpidoa an al madio.
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El hecho de que la adiciôn de una mezcla de lipidos que simula un entorno parecido al 
que tendria lugar en la célula produzca un incremento en la actividad transacilisica acompanado 
de una disminuciôn de la hidrôlisis nos Ueva a plantear la hipôstesis de que la actividad hidrolftica 
que manifiesta la enzima es consecuencia del sistema de estudio in vitro en un medio acuoso, 
siendo posiblemente en e) medio celular una enzima exclusivamentc biosintética. En un medio 
acuoso el sustrato se encuentra en dos fases: monomérica y micclar y  por otra parte.la estructura 
de la enzima podrfa estar, de alguna man era, distorsionada cunducieiido a un intermedio 
enzima âcido graso muy inestable y por tanto susceptible de hidrôlisis. Esta hipôtesis la 
desarroUaremos posteriormente al considérât las propiedades cinéticas de la enzima.
tll.4.2. Efecto de los lipides a altas concentraciones sobre las actividades de la enzima







FIg. 17 — Di«mimicl6o dt It ttthWtd trtnttciléwct (tiprn td t como oorctntain dtl 
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FC/P6/coltt1trol (3S/35/40) Ibl. lo t tnttvw «ntimitioot tt rctliiiron como M 
dttcrtbt tn It figura 16.
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como en la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn por adiciôn de icido palmftico (a) y del sistema mixto 
PC/PE/colesterol (b) a concentraciones comprendidas entre 0.1 - 2.0 mM.
La adiciôn del sistema PC/PE/colesterol y de âcido palmftico a concentraciones 
superiores a 0.4 y 0.3 mM respectivamente da lugar a una disminuciôn de la actividad 
transacilisica, siendo m is marcada con los icidos grasos.
El icido palmftico tiene un claro efecto inhibidor sobre las dos actividades hidrolftica y 
transacilisica como lo demuestra el hecho de que la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn se mantiene 
constante, e igual al valor del control (1.5), a concentraciones inhibitorias. Ya que el icido 
palmftico no se comporta como detergents a pH neutro, la inhibiciôn debemos atribuirla a un 
efecto de adsorciôn del icido graso en la enzima que bloquée la accesibilidad del sustrato o bien a 
un efecto de uniôn entre el icido graso y el sustrato para format una organizaciôn de tipo bicapa. 
P r e c i s a m e n t e ,  a c o n c e n t r a c i o n e s  d e  0 . 3 0 . 4  mM l a  m e z c l a  i c i d o  
palmftico/l-palmitoil-lisofosfatidilcolina es equimolecular.
El efecto del sistema mixto PC/PE/colesterol es m is complejo ya que concentraciones 
superiores a 0.4 mM conducen a una disminuciôn de la actividad transacilisica y no de la actividad 
hidrolftica y la relapiôn hidrôlisis/transacilaciôn aumenta a yalores superiores a los del control, a 
concentraciones comprendidas entre 0.4-0.8 mM. A concentraciones superiores se produce una 
disminuciôn de ambas actividades (fîg. 17b). Estos hechos pueden ser explicados a nivel de la 
incidencia directa de los Ifpidos en la protefna o a nivel de sustrato, quedando este adsorbido a la 
fase Upfdica y no siendo accesible al centro activo de la enzima. Una o ambas alternativas pueden 
ser ciertas:
a) A  nivel de sustrato
La influencia del % molar de lisofosfatidilcolina en la mezcla de lisofosfatidilcolina con 
el sistema mixto PC/PE/colesterol en la formaciôn de los productos de reacciôn se recoge en la 
figura 18.
Podemc» observar que en la zona 60-100 % molar de LPC, donde la estructura micelar 
prédomina sobre la estructura bicapa*» H;; formada por el sistema lipfdico utilizado, la actividad 
transacilasica esti incrementada con respecto al control siendo mixima al 90% molar de LPC, 
donde ademis de la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn es 0.2. La actividad disminuye a medida que 
disminuye la proporciôn de LPC en la mezcla. En la zona del 35-65% molar de LPC la actividad 
hidrolftica aumenta respecto el control mientras que la actividad transacilisica es menor, lo que 
puede ser debido a que el sustrato en forma micelar m  integra, en parte, en la estructura lipfdica 
de manera que es men os accesible a la enzima. Sin embargo la forma monomdrica del sustrato (que 
se encuentra a concentraciôn constante cuando la concentraciôn de LPC es superior a la 
concentraciôn micelar crftica) reacciona con la enzima dando higar a los icidos grasos. En este 
sentido, se demostrari posteriormente que la actividad de hidrôlisis sôlo se manifiesta con la forma
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FIg. 18 — In f lu tn d i <M Incw nw nto d* la concartracidn de lipidos en el medio. en la 
n e n M lid a d  del a n tre to  e le enzhne. Se repeeeenten lee actividedee de hidrôlisis 
Inmolee A G /m lis< » | y de treneef ileciSr (n m le t  PC/mIn (reine el % moier 
de 1-'*C  pelmhoil'LPC en une maiele del Heofeefolipido y de! sistema mixto 
FC/PE/eoleenrol. Le m ezde eontiene 0.4 lamolee de 1 " C  LPC (0 05 u«:i.'*smol| y 
eentMedei o e d e n te t  del stetame m ixto utilizado, sonicedos conjuntamente La 
Incubeciôn se Have e cabo como se daecriba en le figure 15. El valor de la relaciôn 
hsdrôHeWbanaecNeelôn se deieWe an te zona auparior da le figura, siendo el valor 
control 1.4.
En la zona inferior al 27% molar de LPC, la estructura bic3pa<-*Hjt prédomina sobre la 
micelar. La concentraciôn de Ifpidos es tan elevada (1-2 mM) que ambas actividades disminüyen 
significarivamente a valores muy inferiores a los del control lo que puede explicarse bien porque 
cstad 1sticaménte la probabilidad de colisiôn entre el sustrato y la enzima disminuya o bien porque 
la concentraciôn elevada de Ifpidos afecte a la integridad estructura! de la protei'na.
b) A nivel de interaccicm agregados liptdicos-protema
Se ha comprobado que la interacciôn de protei'nas obtenidas en fracciôn soluble, 
periféricas de membrana o no asociadas a esta, con liposomas se realiza por fuerzas electrostâticas 
entre los resfduos polares de la protefna y las cabezas polar es de los fosfolipidos y/o por 
interacciones hidrofôbicas. Si la penetraciôn de la zona hidrofôbica de la protei'na en las bicapas 
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A lteracién da la conform aciôn 
de la protei’na m is a c u s a d a . 
al penetrar en la zona hidrofô­
bica de la bicapa.
Increm ento de  los grupos hldro- 
fôbicos en la superficie de la  
pro tefna con un cam bio m enor 
de la form a de  la molécula.
En este sentido, cabe la posibilidad de que a una concentraciôn de Ifpidos mayor que 
0.2 mM, la prbteina se adsorba a los agregados lipfdicos lo que conducirfa a un cambio de 
conformaciôn tal, que la estabilidad del complejo enzima-sustrato ser fa menor, dando como 
resukado un aumento de la formaciôn de icidos grasos.
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III. 5. INFLUENCIA DE MITOCONDRIAS, MICROSOMAS Y C U E R > O S  LAMELARES EN LA 
\C n W \D AD LISOLECITINA: LISOLECITINA ACILTRANSFERASA
La enzima lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa se preincubô durante 5 minutos a 
37®C con fracciones mitocondrial, microsomal y cuerpos lamclares en otden a investigar si estos 
organulds subcelulares .contienen factores que afecten a la actividad transacilasica de la enzima o a 
la relaciôn de ambas actividades: hidrôlisis y transacilaciôn. La cantidad de protei'nas totales 
utilizadas en el ensayo nunca excediô de 0.45 mgr/ml a fin de évitât la inhibiciôn de la actividad 
transacilasica, fenômeno observado a concentraciones de proteina altas. Los resultados obtenidos, 
en estas condiciones, se recogen en la figura 19.
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Fi*. 19.— Loi Mdimamoi d t  m itocondrits, m icroiontti y eucrpo» lam Harn. 
ob tanidot p a r «tmrW ugtclôn dW trtncitl y tn  g rtd itn tt  d t  d tn tid td  i t  resufpendcn 
tn  tam p6n to t l t t a  p o té iito  0.1 M pH 6.5 h t r t t  u n t  conctn trtc iôn  d t  p ro ttinas df 
0 .28 mgr/nd. Alieiiotat d t  0.1 y 0.06 ml s t  p rttncuiitn  con 0.2 mgr d t  'ùolmrKina. 
iMofcciNiM tc ilP ta r/c rtM  t  37*. d u r tn tt  8 m inutot. Powtriormente <e adaden 100 
nm olti d t  1 -'*C  p t lw ido iH tofatlttid ilco lIn t (0.05 pei/pmoO y sa incuba a 37*C 
d u r tn lt  10 m inutât, t n  un «olûfntn flntl d t  1 ml.
Los resultados indican que se produce una disminuciôn de ' * C-DPPC a favor de una 
ma y o r  producciôn de ' *C-palmitato en cuerpos lamelares > microsomas >  mitocondrias, 
aumentândose por tanto la relaciôn H/T. Previamente habiamos senalado que estos très orgânulos 
subcelulares no tienen capacidad de transacilar o hidrolizar este sustrato (apartado HI-1), lo que 
sugiere que esta disminuciôn de la actividad transacilisica puede ser debida a la presencia de 
Ifpidos en estas fracciones, especialmente en cuerpos lamelares, orgânulos que almacenan los 
fosfolipidos que componen el surfactante pulmonar. En este sentido. podemos observar que la 
disminuciôn es mayor en las fracciones subcelulares que contienen mayor cantidad de lipidos 
(cuerpos lamelares y microsomas), siendo poco significativa con nutocondrias a las dos 
concentraciones de proteinas estudiadas. Estos resultados son consistentes con los obtenidos 
respecto a la influencia de altas concentraciones de lipidos en la actividad transacilasica. Por otra 
parte, podemos conduit que estas fracciones no contienen ningûn factor estimulante de la 
actividad lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa.
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III. 6.PROPIEDADES ENZIMATICAS
III.6.1. Actividad de la enzima en fiincion del tiempo
En la figura 20 se représenta la variaciôn de las actividades de la enzima en funciôn del 
tiempo de incubaciôn. Las velocidades de hidrôlisis y transacilaciôn se mantienen constantes en 
todo el intervalo de tiempo estudiado, sin embargo la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn disminuye à 
medida que aumenta el tiempo de incubaciôn, siendo de 3, 2 y 1.5 en los tiempos 5, 10 y 30 
minutos respectivamente.
En virtud de estos resultados hemos elegido normalmente un tiempo de incubaciôn de 
10 minutos.
Fif. 3 1 .-  V m ite ià n  «W W» «clhkW w  hW ro im c V tnnaeUMe* eon
d  incm twni» d* eonoMivaeltn d> proMfna. W A  b##» ooncmneianai d* 
pnm im  10-11 «ip/ndl. (b1 En un imwale mdi mnfUo d t eonomneiân dt 
pttw Jnt (0 -iao  itf/w ii. El n t y t  mahmUeo w W**d t  cabo ton 0.4 #moltt 
"OLFC 10.05 wtl/|nwtH t  37*C dtftntt 10 witamoi tn wn lolùmtn final da 1 ml 
tn 1tnm*n tetitto oatWea 0075 M pM 0 J ,  NaO 0.25 M. g inmciataittnni S ndS 
yd<ntrald5%
IIL6.2. Variaciôn de las actividades de la enzima en funciôn de la concentraciôn de protefna
El efecto de la concentraciôn de la enzima purifîcada en las actividades de hidrôlisis y 
transacilaciôn se recoge en la figura 21 a y b. La actividad transacilasica varia linealmente con el 
incremento de la concentraciôn de proteina en un intervalo de 0.001-0.18 mgr proteina/ml. En 
contraste la actividad hidrolftica sôlo es lineal a concentraciones muy bajas de proteina 0.001-0.03 
mgy/mi. Sin embargo, este corn portamiento irregular se observa frecuentemente en enzimas con
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sustratos lipidicos. En este sentido, Gatt y Bartfai (1977)b estudiaron que la desviaciôn de la 
linearidad de las curvas 1/ vs E es consecuencia de la uniôn del sustrato lipidico a sitios no 
cataliticos de la enzima o a otras proteinas aüadidas al medio, tal como albômina.
El comportamiento diferente de la actividad hidrolitica y de la actividad transacilasica 
con el incremento de la concentraciôn de proteina, puede ser explitado por un fenômeno de 
adsorciôn del sustrato en forma monomérica en sitios no cataliticos de la enzima ya que, como se 
demostrari posteriormente, sôlo la forma monomérica del sustrato es hidrolizada por la enzima. 
También hay que tener en cuenta que la concentraciôn de LPC monomérica es siempre constante 
e igual a la concentraciôn micelar critica (7-8 i/M; Aarsman y Van den Bosch, 1979) y por tanto la 
concentraciôn de monômeros en soluciones meiior que la concentraciôn de LPC en folma micelar a 
concentraciones de sustrato de 0.4 mM. En este sentido, la concentraciôn de sustrato puede ser un 
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Por otra parte sc ha estudiado la variaciôn de las actividades de hidrôlisis y 
transacilaciôn de la enzima no purifîcada en funciôn del incremento de la concentraciôn de 
proteina de la fîacciôn soluble (fîgura 22). La formaciôn de fosfatidilcolina se incrementa bas ta 
una concentraciôn de 0.5 mgr/ml, disminûyendo a concentraciones superiores. La formaciôn de 
ac. grasos también es lineal con cl aumento de la concentraciôn de proteina hasta 0.5 mgr/ml, sin 
embargo, a partir de este valor se mantiene constante. Ello es debido a la adsorciôn del sustrato a 
proteinas que se encuentran en la fracciôn soluble o bien a la adsorciôn de proteinas de dicha 
fracciôn a la forma agiegada del sustrato (de peso molecular 10* ). Ambos procesos est&n 
ampliamente descritos en la enzimologia lipidica (Gatt y Bartfai, 1977b). Ademds, hemos 
comprobado que la incubaciôn de 0.5 mgr de proteina de fracciôn soluble con 1.0 mgr de 
proteinas de fracciôn enriquecida en cuerpos lamelares que carecen de actividad lisoîecitirta: 
lisolecitina aciltransferasa (Vease apartado 1II.5) en un volùmen fînal de 1 ml, conduce S una 
perdida casi total de la actividad transacilasica, pero no de la actividad hidrolftica.
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Fig. 22.— Variaciôn de las actividadea da hidrôlisis y transacilaciôn en funciôn de la 
conoam raciôn de p ro te inas de fracciôn soluble.
Estos resultados es tan de acuerdo con los obtenidos por Abe et (1972) que 
estudiaron la formaciôn de lecitina a partir de lisolecitina en fracciôn soluble de rata. Sin embargo, 
dichos au tores no considerarôn en su estudio la formaciôn de âcidos grasos a partir del mismo 
sustrato.
De acuerdo con estos resultados hemos utilizado en todos los experimentos una 
concentraciôn de protefna, ya sea purifîcada o de fracciôn soluble, comprendida dentro de la zona 
lineal de las curvas v vs E. Con respecto a la protefna purifîcada, la curva irregular que présenta la 
actividad de hidrôlisis no se ha tenido en cuenta ya que se han utilizado concentraciones de 
protefna superiores a 0.03 mgr/ml, considerando en todo momento el tramo lineal observado para 
la actividad transacilisica.
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III.'6.3. Efecto del pH sobre las actividades de la enzima
La influencia del pH en las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn se représenta en la 
figura 23. El pH ôptimo para la actividad transacilasica esta comprendido entre [6.8-7.8J en un 
medio de fiierza iônica 0.125 M. En contraste, el pH ôptimo paia la reacciôn de hidrôlisis es 






F*9- 23 -  Efvclo (M pH «n 1m w ti»id K n  trintacilisN » 1-e • ) •  hidrolitica (- - -  4 
da JüfcWmriiM; fiiolecilmc m B trm ufnrm m . Sa incubaron 400 nmolM '* C  LPC (0.05 
pci/MmoO con 0.00 mgr/ml da pm tafna an t ml da tampôn foffato potâsico 0.0675 
M, NaCI 0.125 M. gilearol al 2 .M  y ^*mareaptoatar>ol 2.5 mM, durante 10' a 37®C.
Es interesante observar que en la zona de pH comprendida entre (6-6.5] la relaciôn 
hidrôlisis/transacilaciôn es aproximadamente 1.5. En el intervalo [6.5-7] la relaciôn es 2, 
aumentando a valores superiores o iguales a 3 a pH mas alcalines. En este sentido, a lo largo de 
todo este trabajo se han utilizado pH comprendidos entre 6.3-6.8.
Por otra parte hay que senalar que el pH ôptimo observado para la actividad hidrolftica 
es el mismo que el encontrado para lisofosfolipasa de mucosa gâstrica (Wasset et al., 1978), enzima 
lâbil a altas temperaturas, que no se inhibe por tampones de alta fuerza iônica y no requiere iones 
Ca^* para su actividad, siendo estas caracten'sticas comunes a la enzima lisolecitina: lisolecitina 
aciltransferasa.
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ni.6.4. Efecto de la fuerza iônica en las actividades de la enzima
La determinaciôn del efecto de la fuerza iônica se Uevô a cabo con protefna 
parcialmente purifîcada, proceden te de la cromatograffa en DEAE-celulosa. La fracciôn activa se 
dializô frente a tampôn fosfato potisico 0.05 M, pH 6.8, g-mercaptoetanol 10 mM y G lice- 
rcJ 10%. La eliminaciôn del NaCl del medio conduce a una pérdida de la actividad transacilisica del 
90%, asf como a un incremento de la actividad hidrolftica de 100%. Por otra parte, vimos 
anteriormente que al cromatografiar el pico 125 mM del DEAE-celulosa en una columna de 
ACA-44 en ausencia de NaCl (apartado III.2.3), si bien no se produce una eliminaciôn total del 
N a d  del medio, si una disminuciôn considerable de la fuerza iônica por diluciôn que conduce a un 
incremento de la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn de la enzima en forma no agregada,qùe eluye ën 
cl pico 2. La protefna agregada que se obtiene en el volùmen de exclusiôn, présenta una relaciôn 
hidrôlisis/transacilaciôn igual a 2 a pH 6.8. Ello indica que sôlo la protefna en forma no agregada, 
: parcialmente o totalmente purifîcada, requiere la presencia de N a d  para su actividad, mientras 
que la protefna en forma agregada o en fracciôn soluble no manifiesta ninguna dependenciâ frente 
a N ad .
En la figura 24 se représenta el aumento de la actividad transacilasica y la ligera 
disminuciôn de la actividad hidrolftica con el incremento de la fuerza iônica del medio, utilizando 
, un catiôn (Na*) entre 0.05-1.0 M, asf como la influencia de un aniôn (F") a concentraciones 
comprendidas entre 0.001-0.2 M, a fin de determinar si los aniones F ' tienen algûn efecto sobre la 
reacciôn. La concentraciôn de F" utilizada hasta 0.2 M es la que en otras protéfnas que utilizari 
sustratos lipfdicos se comporta como inhibidora.
La actividad transacilasica alcanza un mâximo valor sobre el control (protefna dializada) 
a una fuerza iônica de 0.1 M. El aniôn F~ no inhibe dicha actividad, en contraste con otras enzimas 
implicadas en la biosfntesis de fosfolipidos como la fosfatidado fosfohidroîasa de pulmén de rata 
(Casola et a l,  1978, Mauis et al., 1978). El incremento de la concentraciôn de ambos iones Na* y 
P  hasta 0.2 M, estimula la actividad transacilisica de manera idéntica (figura 24), aumentando la 
velocidad de transacilaciôn de la enzima hasta el mismo valor, lo que sugiere que el efecto de 
ambos iones es exclusivamente aumentar la fuerza iônica del medio. En la tabla IV se recoge el 
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Fig. 24.— Efacto d t l i  fuarzi ionici «n Im  acttvidadn d i  hidrôlisis y transacilaciôn 
da la litoiteitint: Hioégcitmt a e d lr tiu f in u t da pulmôn de conejo. Formaciôn oe PC 
(»  #  >: AG (O—X . Sa incubaron 0.2 mgr da proteina dializads. con 0.4 mM 
'*C-LPC an 1 ml da tam pôn fosfato a 0.075 M pH 8.8, g mercaotoetanol 5 mM y 
glicarol al 5% a dbtim aa fu a n a t iénreas espeeiftcadai en la flours, durante 10 min a 
37“ C.
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Tabla IV. Disminuciôn de la actividad transacQâsica tras la eliminaciôn de NaCl 0.125 M del medib 
y recuperaciôn de la actividad por adiciôn de Na* o F'.
Preparado enzimitico Fuerza iônica Actividad especifica % recuperaciôn
nmoles PC/min/mgr prot.
Antes de la diâlisis 0.125 M 22.0
Después de la diâlisis — 2.1 9.4
Adiciôn de Na* 0.2 M 11.2 50.8
Adiciôn de P 0.2 M 13.2 60.0
Por otra parte, es interesante seAalar que el incremento de fuerza iônica del medio bas ta 
valores de 1.0 M no conduce a una inhibiciôn de la actividad transacilasica. Ë1 hecho de que una 
fuerza iônica alta no sea inhibidora sugiere que entre la proteina y cl sustrato no hay interacciôn 
iônica, por lo que estarân implicadas fundamentalmente interacciones hidrofôbicas para el 
reconocimiento tanto de la zona apolar como de la zona polar del sustrato. Esta zona se 
encuentra, a pH neutro, en forma de Zwitter-iôn, siendo los metilos de la colina, los grupos que 
deben estar implicados en el reconocimiento de la regiôn polar de la molécula (vease apartado 
III.8.2).
Respecto a la actividad hidrolitica se puede observar que a (iierza iônica muy baja 
(0.001-0.002 M) présenta una pequeOa estimulaciôn siendo mixima en el intervalo 1-10 mM. A 
fuerzas iônkas superiores a 0.05 M disminuye sôlo un 20-25% de la actividad del control (proteina 
dializada) (Figura 24 B). Asimismo podemos observar en la figura 24 A que a fuerzas iônicas altas 
la velocidad de hidrôlisis se mantiene constante.
111.6.5. Efecto de les cationes dhralentes en las actividades de la enzima
Se ha estudiado el efecto de Ca'* y Mg’* en las reacciones de transacilaciôn y de 
hklrôlisis. Ambos cationes estimulan de manera significativa la formaciôn de âcidos grasos, 
incrementando la velocidad de hidrôlisis en un 60% a concentraciones comprendidas entre 1.0-2.0 
mM de Ca’* y en un 87% con 6-8 mM de Mg’*. En contraste, el Ca’* no afecta significativamente a 
la actividad transacilisica, mientras que el Mg’* si bien tiene un pequeüo efecto estimulante a 
concentraciones inferiores a 2 mM, causa una marcada inhibiciôn a concentraciones superiores.
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Uegdndo a ser del 30-40% (Figura 25 A y B).
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Fi*. a s . -  E fteto d# loi eatlori*! Ci* I - #  #  I y M g '' ( ♦  #1 en In  ictividadei de 
hidrMMi (Al y tramaeilaeidn 181. L l nw ieli de ineubicion contiene 400 nmolei de 
LPC (0.05 iici/rimall, 0.2 mgr protein# y d it tin tn  c#ntidade> de Ce’* o Mg'* 
en I tld de ïam pàn tris CIH 0.075 M, pH 5.3, que contiene gllcerol el 3%, 
S-merceptoetenol 3 mM y NeCI 0.06 M. Se preincutiô le protein# con lot cetiones 
Ce** o Mg'* durent# S m inutot e 37*C y te incutiô durent# 30 m inutot al adicioner 
el an tre to
El hecho de que concentraciones dé Mg’* superiores a 3- mM -inhiban la actividad 
transacilasica y estimulen la actividad hidrolitica sugiere la posibilidad de que el Mg’* afecte al 
equilibrio m onôm eros^ micela. La formaciôn de complejos con el fosfato del lisofosfolipido 
puede dificultar la agre^ciôn de monômeros, aumentândose de e s t e  modo la concentraciôn 
micelar critica. Ademâs, el hecho de que concentraciones superiores a 2 mM de Mg’* inhiban la 
fosfatidato fosfohidroîasa-dt fracciôn microsomal de pulmôn (Casola et al., 1978) e higado (Casas 
y Shapiro, 1975) y que, por otro lado la lisolecitina aciltransferasa de Iracciôn microsomal de 
pulmôn se inhiba por acil-CoA a concentraciones superiores a 20 mM y que en presencia de Mg’* 
10 mM sôlo se inhiba a concentraciones superiores a 50 mM (Longmorc e t  al.. 1979), sugiere que 
el Mg’* debe actuar a nivel de sustrato, formando en el primer caso complejos con el tosfato del 
âcido fosfatidico y retardando en el segundo caso la tormaciôn de agregados micelares de acil-CoA 
que no son susceptibles de ataque por la lisolecitina aciltransferasa microsomal. .Sin embargo, no se 
puede descartar la posibilidad de que el Mg’* afecte directamente a la enzima lisolecitina: 
lisolecitina aciltransferasa.
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Por otra parte el efecto estimulante del Ca** en la actividad hidrolitica debe ser 
atribuido, probablemente, al aumento de fuerza iônica. En este sentido, podemos observar en la 
figura 25 A que la estimulaciôn e; -maxima a fuerza iônica comprendida entre 1-12 mM, 
disminuyendo un 20% a fuerza iônica superior a 30 mM, lo que es consistente con los resultados 
que se describen en el subapartado anterior.
III.6.6. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima
En la figura 26 se représenta el efecto de la temperatura en la estabilidad de las 
actividades de hidrôlisis y transacilaciôn. Ambas actividades se inhiben totalmenté por tratamiento 
a 65*C durante 5 minutos.
nmol • min'’ mg p ro f’
20
15 -
6 05 04 03 0
Fig. 3 6 .-  Inhibiciôn da las acthridadaa da hidrôlWa y traniacll ac lén por trataiwlanto 
térmleo. Sa pr «incubaron 0.08 m y  da praW na dur a rm  S m inutas a las 
tamparaturas Indkadaa. en O a ml da tampôn loa>«ia  p a tôaloa 0 0 6  M pH 6.5, NaCl 
0.5 M. (N nwcaptoetanel 10 mM y fllcaral al 10% l a  praincubaelAn »  par* por 
htmarslôm da Isa muestraa an hW a. l a s  actM dkias anzImétkM  sa datarminaron por 
Inoubacién oon 0.4 pmolas da '  *C IFC  18.06 pd/pm oO suspandidos an 0.8 ml da 
tam pôn foslato potW co 0.1 M pM 6.0. durartta 10 m inutas a 37*0.
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III.6.7. Variaciôn de las velocidades de hidrôlisis y transacilaciôn en funciôn de la temperatura
El efecto de la temperatura sobre las velocidades de las reacciones de hidrôlisis y 
transacilaciôn catalizadas por la lisolecitina: lisolecitina aciltransfenua se détermina mediante la 
representaciôn del logaritmo de la Vmaz frente a las inversas de la temperatura absoluta. La 
energfa de activaciôn (E ,) de Arrhenius se obtiene a partir de la pendiente de la recta entre las 




El coeficiente de temperatura QIO se calcula, por el cociente de las velocidades de 






Fig 27.— Dattrminaciôn d« la E t m ad itn tt la raprnentacidn dal Ig V „ „  Irani# a 
ITT * 10*. Sa incubaron 0 0 *  mgr da protaina v 0.4 pmolaa da "C LPC (0.06 
uei/|imol) durant# S m inutoi a tamparaturaa com prtndidat antra 2 P - 50°C. an Ita 
qua la protaina t t  activa, an un voiùman final da 1 ml da tampAn lo ila to  potiiico  
0 .06  M pH 8.3, NaCl 0.1 M, f^narcapioatanol mM y gllcerol al 7%. Velocidad d» 
MdrAliait tO -O i, trantacHacMn
Las energias de activaciôn calculadas para las reacciones de hidrôlisis y transacilaciôn se 
exponen en la tabla V.
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Tabla V. Cilculo de la energfa de activaciônydelcoeficiente de temperatura para la hidrôlisû y 
la transacilaciôn
Reacciôn Energfa de activaciôn Coeficiente de temperatura
HBdrôlisis 8.25 Kcal / mol 1.3
Transacilaciôn • 8.70 Kcal / mol 1.4
■ Los valores de energfa de activaciôn tan similares, indican que posiblemente para ambas 
reacciones la fase limitante de velocidad es la donaciôn del acilo, ya que la formaciôn del complejo 
acil-enzima es comûn para la reacciôn de hidrôlisis y transacilaciôn.
I1I.6.8. Modificaciôn de las actividades enzimâticas en presencia de ICHj COO'Na^
Las actividades de hidrôlisis y de transacilaciôn se inhiben totalmente por tratamiento 
de la enzima purificada con ICH*COO"Na* 10 mM durante 10 minutos a 37"C (figura 28).
Varios autores han puesto de manifiesto que la enzima se inhibe por tratamiento con 
düsopropilfluorofosfato (Tsao y Zachman, 1977; Vianen y Van den Bosch, 1978; Wykle et al., 
1980) lo que sugiere que on resto de serina debe estar implicado en la catilisis y posiblemente en 
la formaciôn del complejo acil-enzima.
Asimismo, la inhibiciôn que se produce por tratamiento con ICHg COONa unido a la 
necesidad de la presencia de |}-mercaptoetanol en el tampôn para mantener la enzima activa, indica 
que uno o mas grupos -SH deben contribuir directa o indirectamente en la catâlisis enzimdtica. 
Recientemente, Van Heusen et al. (1981) no han cons^uido detectar la liberaciôn de grupos -SH 










FI* 28.— inhW clôn d» I# Ufolectlnw.* lûoltciUmm  «cJtm iufarn  por tratamwnio 
eon ICH]COON«. La anzhna purWlcad# 10075 m y l »  prtincubd durante 10 
m lnutoi I 37°C eon I CM, COON# an laa eantidadea qua aa indican. an t;n volùmen 
da 0.7 ml. La pralneubaeMn m par6 por inmaraidn da laa muaatraa an hieto. La 
tneubaddn w  inieiA par adklAn tia 0.4 pmolaa da " C  LPC an un vohimen (Inal rfe 
1 ml da tama>An loafato potéalco 0.08 M, pH 8.5. H-mareaoloatartol 2 mM. NaCl0 .2  
M y gHearol al 2%  y M NaaA a cabo duram a 10 minutoa a 37®C.
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III.7. ESTUDIOS CINETICOS
Una reacciôn enzimâtica en la que el sustrato es un lipide esti fuertemente influenciada 
por el hecho de que la reacciôn se lleve a cabo en un medio acuoso ya que el sustrato es insoluble 
o muy poco soluble en agua.
El sustrato utilizado por la enzima, que estamos estudiando, es un lipide aniipâtico 
soluble y por tanto no requiere agentes solubilizantes o un medio especial de dispersion, sine que 
en soluciôn acuosa forma espontâneamente agregados multimoleculares (micelas) con un peso 
molecular del orden de 10*, cuando la concentraciôn de los monômeros alcanza unos niveles 
criticos. Estos agregados coloidales forman una fase homogénea en agua.
Teniendo en cuenta que el valor de la concentraciôn micelar critica (CMC) {Sara la 
l-palmitoil-sri-glicero-3-fosfocolina es 7-8 uM (Aarsman y Van den Bosch, 1979), cuando la 
concentraciôn total del sustrato (S,) sea menor que este valor se encontrara en forma monomérica, 
mientras que a concentraciones de sustrato superiores a 7-8 jiM, S,= Snio+ S^, i (siendo S^, i la 
concentraciôn de sustrato en forma micelar). La concentraciôn maxima de nlonômeroS seri Sc m c 
y se man tendra constante a concentraciones de sustrato superiores a este valor (Figura 29).
O A  0 8  L? m M  LPC
i 9 . — 'Jonc«ntrdC(OfMti d» i3 iorin» m onom érica y m ica ijr  a a  un  lip id o  anfl- 
p a tk o  loiutH a en  re tsc idn  a  la  co n c an tra c id n  to ta l da! K pldo. La# u n i d a d a t  da 
concan trac iôn  to n  arbitrariaa.
Por Otra parte, se ha tenido en cuenta la hidrôlisis no enzimatica del sustrato en un 
medio acuoso (Figura 30).
La hidrôlisis del enlace ester llega a ser de un 10% cuando el sustrato esti en forma 
monomérica, disminuyendo progresivamente a medida que aumenta la concentraciôn de sustrato. 
A concentraciones saturantes para la enzima de 0.3-0.4 mM utilizadas a lo largo de este trabajo, la 
hidrôlisis es del 5%. Por otro lado, la hidrôlisis dépende del pH del medio; a pH 11 es mixima y 
présenta, ademis, un pequeno miximo a pH comprendidos entre 6.8-7, lo que no interfere en 








05 10 15 2 0 2 5
Cone .■ntracion lo i a I del iipido anfioatico soluble 
Fig. 30.— Hidrôlisis no enzim atica del sustrato.
cuenta estas consideraciones hemos estudiado los parametros cinéticcs de la enzima ) proponemos 
un posibte mecanismo de reacciôn de la lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa en nuestras 
condiciones de ensayo.
III.7.1. Determinaciôn de parâinetros cinéticos
En la fîgura 31 A se représenta la variaciôn de las velocidades enzimâticas de hidrôlisis y 
transacilaciôn frente a la concentraciôn de sustrato. La curva que describe la velocidad de
hidrôlisis en funciôn del incremento de la concentraciôn de la lisofosfatidilcolina, sigue una
cinctica de saturaciôn Michaeliana. En contraste, la curva que describe ta actividad aciltransferasa 
se desvfa significativamente de la hipérbola rectangular tipica.
En la fîgura 31 B se représenta la influencia de la concentraciôn del sustrato en la zona 
inferior y superior a la concentraciôn micelar critica, en las actividades de hidrôlisis y
transacilaciôn. Como se puede observar, a concentraciones inferiores a CMC ûnicamente tiene 
lugar la formaciôn de âcidos grasos, manifestândose la actividad transacilasica sôlo a
concentraciones superiores a 7-8 /iM, es decir, cuando se empiezan a format agregados micelares.
La determinaciôn de parâmetros cinéticos Km y para las reacciones de hidrôlisis y
transacilaciôn se realizô en base a la ecuaciôn de Hanes-Woolf:
[S  1 1 K„
  =  [ S ] 4  -------
V V n,. Vm.
Mmmol mkf* mtproi'*
F ij .  31 -  VariKiôn d» lu  «*<ocidad«i « iz im itlc n  d t  MdrMiiit (nm oltt 
A G /m in /m g r p f o t t i n t ,  -  — - I  y  d t  ( r a a tic iltc ié n  Im m o lti P C /m W m y 
p ro ttin t.-* -» 4  en fu«et6n d tl inertm tn to  d t  It conetm ric ién  d tl w ttn M . En (Al 
m  u tdiztron co n c tn tr tc io n tt d t  I " C  LPC (0.1 *ici/pmol| m titrio r tt t  la CMC (7 4  
liM ) V 80 (igr d t  p ro ttin t. En (B) «t u tiliztron ee n c tn trad o n tt d t  w ttra ta  
I " C  LPC II pci/|iinol) m itr io r tt y  lupario ftt t  la CMC y 44 d t  prolM nt. 
Ambot s t  incubtron d u rtn tt  10 m inutot t  37°C  tn  un v d û m tn  flntl d t  1 ml. d t  
tampôn fotfato potéiieo 0.075 M pH 6.8, NaCl O JS  M. 8-mtreaptoatanol S mM y 
glicarol al S%
Los valores de Km y V„ se calcuian ajustando la recta de regresiôn (Figura 32) por el 
niétodo de minimos cuadrados ponderados. Los parâmetros calculados se recogen en la tabla VI. 
Debido al carâcter sigmoideo de la curva que describe la velocidad de transacilaciôn en funciôn del 
incremento de la concentraciôn del sustrato, debemos considérât la como una Km
aparente.
Tabla VI.— Constante de Michaelis-Menten (Km ) y velocidad maxima (V^#* ) para las actividades 
de hidrôlisis y transacilaciôn de la enzima purifîcada lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de pul­
môn de conejo.
Actividad Km (wM) VmtK (nmoles/min/mgr proteina
Transacilisica 33.8 ± 0.2 15.22 ± 2.1
Hidrolitica 10.7 ± 0.1 30.3 ± 0.9
H
La Km ^ Y h calculadas a partir de los datos de la variaciôn de velocidad obtenidos a 
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FI*. 32.- R^pmnttsdôfi d# Hn w WooH par* la* «ctividad*» d* traniacMacion 
|« -»4  V da Mdr«IMt K -:4 .
III.7.2. Posible mecanismo de reacciôn de la enzima
Los resultados descritos anteriormente ponen de manifiesto que la enzima puede 
reaccionar con ambas formas de sustrato, monomérica y micelar v que a concentraciones de 
sustrato inferiores a la CMC sôlo tiene lugar la reacciôn de hidrôlisis. La concentraciôn del sustrato 
en el medio influye en la formaciôn de acidos grasos y de fosfatidilcolina y por tanto a 
concentraciones inferiores a la concentraciôn saturante, para la reacciôn de transacilaciôn la 
relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn sera muy elevada. En este sentido, la relaciôn 30:1 descrita por 
Abe et al. (1974) para las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn de la lisolecitina: lisolecitina 
aciltransferasa de pulmôn de rata, se debe probablemente a la utdizaciôn de una concentraciôn de 
sustrato de 30 ftM en los ensayos enzimiticos.
Si bien cuando S, es menor que S(^c,es decir S,= se demuestra experimentalmente 
que solo se manifiesta la actividad hidrolftica de la enzima. es preciso determinar si a 
concentraciones de sustrato superiores a la concentraciôn micelar crftica (S,= 5 ^ 0 +  Smi) ambas 
formas de sustrato son susceptibles de hidrolizarse o transacilarse. •
aj Actividad de hidrôlisis
La actividad hidrolftica de la enzima solo tiene lugar cuando el sustrato se une a la 
enzima en forma monomérica como lo demuestra el hecho de que la ecuaciôn de velocidad para la 
actividad de hidrôlisis es
V = Vh ■ (S]
Kmh+(S1
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y» que la hipérboia rectangular calculada teoricamente a partir de esta ecuaciôn coincide con iâ 
calculada experimencalmente a concentraciones de sustrato inferiores y superiores & la 
concentraciôn micelar cn'tica. Estos resultados indkan que el sustrato en form l micelar , no es 
susceptible de hidrôlisis ya que si no la curva experimental corresponderia à la ecuaciôn de 
velocidad determinada considerando la competividad de ambas formas del sustrato por la enzima*.
'm;
K|T1o ^ 1
K m o  K n , |  +  ^  S m ,
Km; Km,
En este Sentido podemos concluir que
Kmh =
V m « * h  =  ^m a
bj Actividad de transacilaciôn
El hecho de que no se observe actividad transacilâsica cuando S*= Sm o ihdica que la 
reacciôn de transacilaciôn solo tiene lugar cûando el sustrato esta formando agregados micelares.
Por otra parte, hemos calculado los parâmetros Km y V n , p a r a  el Sustrato en forma 
micelar (Kmi y V^i )  representando S^i/V-V jcm c &ente a S„,i(Gatt y Bartfai, 1977a) ya que 
conocemoi en todo momento 5^1= S^-Scmc y 1= velocidad de transacilaciôn a la concentraciôn 
micelar critica ( Vs c m  c )•
Los valores de K^ ; y V„,, calculados a partir del ajuste de la recta de regresiôn (figura 
33) por el môtodo de los minimos cuadrados ponderados son
Km, »  30.7 ± 1 mM
Vmi = 15.38 ± 0.3 nmol/min x mgr protefna 
Siendo Vjc m c  “  0.2 nmoles/min/mgr protefna y considerando Scm c "  7 /iM 
De ello se deduce que
Km, *  Kw^
Vm, = Vmt
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demostrindose de este modo que e St >  Sc m c 1* actividad transacilâsica solo se manifiesta 
cuando el sustrato se une a la enzima en la forma micelar.
0102
0.6
FIg. 33.— O atv m k w e M n  d t  lo i  p arim M ra*  Kmi y Vim m ad ian t»  la  raprauntaeiôn 
«ta Hanaa Wo o lf  p a ra  la ac tiah tad  «ranaae ilt i i r a.
Los resultados expuestos anteriormente sugieren que el mécanisme de reacciôn en 
nuestras condiciones de ensayo séria el sigûiente:
E + Sm E S .
%
E -A G r
H , 0
E +  AG
E + S„,r: E - Smi ------^  E - AG  E + DPPC
Q PC  LPCm ,
Se producen de forma paralela dos reacciones diferentes con la misma enzima y con el 
mismo sustrato debido a que este se encuentra en dos formas distintas en soluciôn acuosa.
La formaciôn de âcidos grasos a partir de monômeros puede ser debida a un factor 
estadistico ya que al estar las LPC.,,  muy diluidas en el medio acuoso es mâs probable que se 
realice el ataque nucleôfîlo al carbono del grupo carbonilo del intermedio acil-enzima, por una 
molécula de agua que por el grupo hidroxilo del carbono de la posiciôn srt- 2  de la LPQ. „
Por otro lado, cuando el sustrato se une a la enzima en forma micelar es mâs fâcil que el 
aceptor de acilo sea otro fosfolipido ya que la estructura de las micelas estâ estabilizada 
energéticamente por las fuerzas de dispersion de London que se establecen entre las cadenas 
hidrocarbonadas de los monômeros a distancias intermoleculares muy pequefias y esta gran 
proximidad entre las moléculas de LPC impide la hidrôlisis. De este modo,la enzima actûa sobre 
micelas de lisofosfatidilcoUnas convirtiéndolas en bicapas de dipalmitoilfosfatidilcolina.
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Ademis de la estructura del sustrato debetnos considérât también la estructura de la 
enzima la cual puede modificarse al estar en un medio acuoso, distinto del medio celular. En este 
sentido, hemos comprobado (vease subapartados tll.6.3 y III.6.4) que la eliminaciôn de la (uerza 
iônica del medio y a PH >  7, la relacidn hidrôlisis/transacilaciôn aumenta lo que sugiere que la 
estructura de la enzima se modifîca conduciendo a un intermedio acil-enzima m is inestable.
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores parece évidente que la actividad 
hidrolftica se produce como consecuencia del sistema de estudio in vitro por la presencia del 
sustrato en forma monomérica y por la inestabilidad del intermedio acil-enzima. Por otra parte ta 
actividad hidrolftica no tiene ninguna jàstificaciôn fisiolôgica ya que la UsoUcitina: lisotecifina 
aciltransferasa es una enzima biosintética que estâ implicada en la sfntesis del components 
mayoritario del sûrfactante pulmonar: DPPC. Ademâs, intracelularmente la enzima debe actuar 
sobre el sustrato lipfdico integrado en la membrana por lo que la hidrôlisis no debe manifestarse. 
Esta hipôtesis estâ apoyada por el hecho de que la adiciôn al medio de una mezcla de Ifpidos 
(PE/PC/colesterol) cuya estructura es similar a la que forman los Ifpidos de membrana, causa una 
gran disminuciôn de la actividad de hidrôlisis a favor de un aumento significativo de la actividad de 
transacilaciôn (vease apartado III.4.1).
Por otro lado el hecho de que en experimentos in vivo en ratas (Akino et al., 1972),en 
cortes de tejido pulmonar de conejo (Abe et al., 1973} y en cultivos celulares de pnèumocitçs tipo 
II (Bateroburg et al., 1979; Mason y Dobbs, 1980; Wykle et al. 1980) no se haya puesto de 
manifiesto, o al menos no se mencione, la hidrôlisis de lisofosfatidilcolina sugiere el carâcter 
exclushramente biosintético de esta enzima.
Sin embargo, también debemos considerar la posibilidad de que, realmente, se trate de 
una lisofosfolipasa y que la reacciôn de transferencia sea un artefacto del sistema m vitro. De 
hecho la lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa tiene propiedades enzimâticas comunes con la 
lisofosfolipasa de mucosa gâstrica, estudiada por Wassef et al. (1978), como son su pH ôptimo 
para la hidrôlisis, la no inhibiciôn a fuerzas iônicas elevadas, su inestabilidad por tratamiento 
térm ko y la no dependencia de Ca**. Por otra parte se ha demoptrado que las serin-proteasas 
pueden sintetizar péptidos si se utilizan como agentes desacilantes am inas o arainoâcidos, asf como 
muchas nucleasas y ^ucosidasas puedén también ■ catalizar reacciones de transferencia. Sin 
embargo, el hetho de que sôlo la enzima aislada de fracciôn soluble pulmonar sea capaz de 
sintetizar DPPC en cantidades signiftcativas y no lo sean las lisofosfolipasas aisladas de otros 
tejidbs (pancreas, hfgado) (Brumley y Van den Bosch, 1977) suggéré que la reacciôn de 
transacilaciôn no se debe a las condiciones de ensayo. Quizâs el date mâs concluyente al respecte, 
sea la observaciôn de Oldenborg y Van Golde (1976) en pulmôn fetal de rata y de Tsao y 
Zachaman (1977) en pulmôn fetal de conejo de que la actividad de la enzima lisolecitina: 
Üsolecitina aciltransferasa aumenta muy significativamente un dfa antes del nacimiento, 
alcanzando unos niveles superiores a los del adulto y mayores a los de otras enzimas implicadas en 
la sfntesis de novo de la fosfatidilcolina^ lo que sugiere que en el término de la gestaciôn el 
mecanismo de transacilaciôn es de gran importancia en la formaciôn y en el mantenimiento de los 
niveles de dipalmitoilfosfatidilcolina.
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1II.8. ESPEaFICIDAD DE LA ENZIMA
La lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa es altamente especifica para lisofosfolfpidos 
tanfo como donadores como aceptores de acilo. En este sentido, hemos comprobado que 
moléculas anfîpâticas insolubles como los fosfolfpidos no actûan como donadores de acilo y que el 
1-**C palmitato (58 fiCi/fimrd) no se incorpora en la posiciôn sn-2 de la l-{(9, 10) -  ^H, ] - 
palmitoil - sn - glicero - 3 - fosfocolina (0.162 uci/ftmol), encontrando una relaciôn ' * C/* H igual a 
cero cuando se incuban 0.4 ^moles de * H-LPC con 0.3 nmoles de ' * C palmitato durante 5 
minutes a 37®C en un volûmen final de 1 ml de tampôn fosfato potâsico 0.1 M pH 6.8. Estos 
resultados indican que la enzima sôlo reconoce moléculas anfîpâticas solubles cuya cabeza polar 
tenga una estructura anâloga a la de LPC y no un grupo carboxilo.
Anâlogamente, Vianen y Van den Bosch (1978) han dentostrado que compuestos que 
carecen de la zona hidrôfoba como rn-glicero-3-/bsfocolina o de la zona hidrôfîla como los 
monoÿicéndos o de ambos como el glicerol no son utilizados como aceptores o como donadores 
de acilo por la enzima.
Por tanto los estudios de especificidad de la enzima que vamos a discutir se refieren a la 
zona hidrôfoba e hidrôfila de los lisofosfolipidos..
tll.8.1. Especificidad respecte a la zona hidrôfîla del sustrato
El reconocimiento de la cabeza polar de la molécula del sustrato no se lleva a cabo por 
interacciones electrostâticas,ya què como hëmos visto anteriormente (subapartado III.6.4), fuerzas 
iônicas elevadas no inhiben las actividades de transacilaciôn y de hidrôlisis de la enzima. Sin 
embargo, el hecho de que la molécula esté en forma de iôn doble a pH neutro, puede ser 
importante para el reconocimiento de esta zona ya que se ha demostrado (Vianen y Van den 
Bosch, 1978) que la lisofosfatidilserina (LPS) y el âcido lisofosfan'dico (LPA) con carga neta 
negativa no son sustratos de la enzima.
En orden a determinar si los grupos metilo de la colina estân implicados en el 
reconocimiento de la zoqa hidrôfila, quizâs por interacciones hidrofôbicas, hemos estudiado las 
ac tiv id a d es  de h id rô lis is  y de transac ilaciôn  de la enzima con l-( (9, 10) - '  H, ] 
palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina y con l-palmitoil-sn-glicero-3-fosfodimetiletanolamina. 
Ambos lisofosfolipidos tienen la misma cadena hidrocarbonada y la misma carga que el sustrato,
diferenciândose sôlo en el numéro de metilos.
O
{ a C -(C H ,) ,4 -CHj r-16 : O r l 6  : 0
P  CH, P  . /C H ,  " ^ 1  P
O PO -C H , C H , N ^C H , l-O -PO C H i-C H , Lo-P-0-CH,-CH,-NH,
0 _  CH, o  H ^C H , b _
LPC LPDME ■ LPE
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U l.S .i.i . Actividad de la enzima con f-{ (9, 10) - \-p<dmitoil- sn-glicero-3-fosfoetanolamina y  
estudios de competividad entre * H-LPE y  1~* * C p<dmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
En la Tabla VII se compara la actividad de la enzima con 1 ' * C-palmitoil-LPC y con 
l-{ (9 ,10 ) - * H, J- palmitoil-LPE, sustratos que sôlo se diferencian en la zona polar de la molécula. 
Se observa que la enzima présenta mayor actividad de hidrôlisis y  de transacilaciôn con * * C-LPC 
que con ’ H-LPE lo que indica cierta sekctividad por la zona polar del sustrato. Por otra parte, el 
comportamiento de la enzima con ambos sustratos es similar, fnesentando una relaciôn 
hidrôlisis/transacilaciôn 2:1.
Tabla VIL— Actividad de hidrôlisis y transacilaciôn de lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa en 

















Estos resultados son mas concluyentes en los estudios de competividad entre ambos
Al incubar la enzima con una mezcla de ' * C-LPC y  ^H-LPE a concentraciones variables 
de '  H-LPE en la mezcla se pueden format los siguientes productos de reacciôn:
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Como fiise previa a la incubacion se sonicaron 0.3 fxmules de ' * C LPC j  cantidades 
variables (0.1-0.8 nmoles) de ’ H-LPE en 0.5 ml de tampon fosfato potâsico 0.1 M pH 6.8. Este 
proceso da lugar a la formaciôn de micelas mixtas de LPE y LPC. La com posiciôn de la micela se 
ira enriqueciendo en LPE a medida que aumenta el % molar de LPE en la mezcla. Asiinismo, la 
concentraciôn nionomérica de LPC varia, sfendo dependiente en . todo momento de la 
concentraciôn de LPE, de manera que el incremento d d  % molar de LPE en la mezcla conduce a 
una disminuciôn de la concentraciôn monomérica de LPC y a un aumento de la de LPE.
La formaciôn de micelas mixtas es un hecho importante a tener en cuenta ya que en los 
estudios de competiciôn entre sustratos no podemos referimos a la concentraciôn de cada uno por 
separado sino al % molar de uno de ellos en la mezcla.
En la Figura 34 se représenta la actividad transacilâsica de la enzima con micelas mixtas 
de LPC/LPE. Como se observa en la Figura 34 A, la formaciôn de ' * C DPPC a partir de dos 
moléculas de ' * C LPC disminuye con respecto al control a medida que aumenta el % molar de 
LPE en la mezcla ya que la probabilidad de interacciôn entre dos moléculas de ' * C LPC como 
donadora y aceptora de acilo es menor. Asimismo, ro  se observa sintesis de ’ H-DPPE hasta que el 
% molar de LPE en la mezcla es igual al de LPC. En este punto. la biosintesis de ’ H-DPPE se 
dispara, estabilizândose râpidamente al 66-77% molâr de LPE.
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Por otra parte, podemos observât en la Figura 34 B que la sfntesis de ’ H-' * C DPPC 
siendo * H-LPE el donador de acilo y ’ * C-LPC el aceptor de acilo, aumenta progresivamente, asf 
como la sfntesis de ' * C-’ H-DPPE, siendo ' * C-LPC el donador de acilo y * H-LPE el aceptor de 
acilo, A todas las concentraciones de * H-LPE estudiadas, la sfntesis de * H-‘ * C DPPC es mayor 
que la sfntesis de ' * C-  ^H-DPPE, aûn cuando la concentraciôn de LPE en la mezcla es superior al 
doble de la de LPC, lo que sugiere que la enzima es mâs especffica por LPC que por LPE y esta 
especificidad se manifiesta fundamentalmente en la reacciôn de transferencia de acilo de manera 






Pif. 3 4 .-  ActWidid tr«n i » S éi>ci d* la in tim a  con miealai m ixtaf da LPC/IPE. IA> 
Sfn tath  da “ C-OPPC « * -# 4  y  >rtU PPE a panir da dm  moMeulat da
' ‘ C-LPC y 'H  LPE raipaetfcitnianta. I# l Stm ana da OPPC eon marea|a doMa, 
dando ai donador da acilo diatim a Haofoafoiipida qua al acaptor. Laa Inoubacionaa 
ta  Saaaron a cafao con O J p malaa da “ C-LPC 10.06 qcVpmall. eamldadaa l ai WWaa 
KLI-On pmoiaal da 'H-LPE tO Jfc V ian o ll y • •  m r  da pratainapurU loada.durante 
10 mim itot a 37®C an un  lolOman final da 1 mi d a  tam pdn fo th n o  ppt Saka 0 .076 
M pH B.6, MaCI O M  M, S-mareaptoatanoi S mM y ÿioaroi al 6% .
Finalmente, hemos determinado la formaciôn total de DPPC y de DPPE asf como la 
relaciôn entre ambos fosfolfpidos (Tabla VIII). La cantidad total de DPPC/min/mgr de protefna 
sintetizada a partir de micelas mixtas de LPC/LPE no varfa significativamente con el incremento 
del % molar de LPE en la mezcla, presentando ademâs un valor igual al encontrado para micelas 
puras de * * C-LPC.
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Tabla VIII — Formaciôn de DPPC y DPPE totales. Relaciôn entre ambos fosfoh'pidos.
% ndar de LPE DPPC Total DPPE Total DPPC/DPPE LPC/LPE
en la mezcla nmoles/min/ nmoles/min/
mgr. protefna mgr protefna
0 55.0 — — —
25 56.5 20.4 2.77 3
40 '56 21.4 2.6 1.5
50 52 28.7 1.8 1
57 58.8 33.8 1.5 0.75
66 55.5 42 1.32 0.5
73 50.4 39 1.29 0.375
Estos resultados indican que si bien la enzima puede utilizar LPE como sustrato ello no 
causa la inhibiciôn de la sfntesis de DPPE, que se man tiene constante. Ello junto con el hecho de 
que la relaciôn DPPC/DPPE sea aproximadamente 2 cuando la mezcla LPC/LPE es equimolecular 
y tenga un valor de 1.3 cuando la concentraciôn de LPE en la mezcla es 2.6 veces mayor que la de 
LPC son datos concluyentes que ponen de manifiesto la mayor especificidad de la enzima por la 
lisofosfatidilcolina.
Con respecto a la actividad de hidrôlisis de la enzima con monômeros de LPC y LPE 
como sustratos, hemos comprobado que la hidrôlisis de la LPE aumenta progresivamente a medida 
que incrementa el % molar de LPE en la mezcla, disminuyendo al mismo ticinpo la hidrôlisis de 
LPC (Figura 35).
La relaciôn '  ^  C / * H para los âcidos grasos comparado con la relaciôn ' * C / * H para los 












Fi*. 3 S -- Actividad hidroHtica da ta tn iim a  con una maacia da LPC y  LPC. 
FomaciAn da '*C-AG i #  # 1 y  ’ H-AO k x W .  Laa inoubadonat m  raalliaron 
eom o «a daaeriba an la fifura 34.
TabU IX.— Especificidad de la enzima por LPC y LPE como donadores de acilo









Estos resultados indican que la enzima manifiesta la misma especificidad por LPE que 
por LPC en forma monomérica ya que las relaciones ‘ *C-AG/^H-AG y ' * C-LPC/^ H-LPE son 
similqres, lo que corrobora la observaciôn planteada anteriormente de que la enzima es mas 
especffica por el aceptor de acilo que por el donador de acilo.
En base a la variaciôn de las relaciones PC/PE y ' * C-AG/^ H-AG en funciôn del 
mcremento del % molar de LPE en la mezcla, hemos elaborado un modelo de comportamiento de 
los anâlogos, que en sfntesis es;
a) Si la especificidad de la enzima es mayor por LPC que por el anâlogo, la velocidad de hidrôlisis 
de LPC y de formaciôn de PC sera igual o mayor que la del control. El porcentaje de 
incremento sobre el control depende del grado de especificidad de la enzima por LPC con 
respecto al anâlogo.
b) Si la especificidad de la enzima por LPC es igual o menor que por el anâlogo, la velocidad de 
hidrôlisis de LPC y de formaciôn de PC serâ menor que la del control. El porcentaje de 
disminuciôn sobre el control depende del grado de selectividad de la enzima por el anâlogo.
Estas consideraciones son importantes en la interpretaciôn de los estudios de 
competividad entre el sustrato * * C-LPC y los anâlogos no marcados radioactivamente que han 
sido utilizados en este trabajo, debido a la no disponibilidad comercial del precursor marcado.
UI.8.1.2. Estudios de competividad entre i-palmitoil-sn-glicero-3-fosfodimetiletanohxmina y  
* C palmitoil-sn-gUcero-3-fosfocolina
En la figura 36 se représenta la variaciôn de las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn 
en funciôn del incremento del % molar de palmitoil-sn-glicero-3-fosfodimetiletanolamina(LPDME) 
en la mezcla. Injustificablemente,este lisofosfolfpido es un sustrato ineficaz tanto como donador 




Fig. 3 8 .-  AetivididM «rw uK flM o (• - •■ ) « Mdrolftic* (•X >4 d* « u h n t  in  
p r* « e n e ii  d e  m ie e l t i  f l i l x tn  de I - ' '  CiMlmltoNea-gneero-S-foifoeoiine y 
1-pelmjtoH-«R-gilcero-3-fotfodinietiletenolemine. I p  eethrhtadee le expretin  eomo 
porcenteiee lobre el velor eonnol. Lot entevoe entimdtlcM  te reeiiciton eom o se 
demrlbe en It figure 34.
II1.8.2. Especiftcidad respecto a la zona hidrôfoba del sustrato
Se ha estudiado la InQuencia de la cadena hidrocarbonada de la lisofosfatidilcolina en las 
actividades de hidrôlisis y transacilaciôn mediante experimentos de competencia entre el sustrato 
y distintas especies moleculares de LPC que difîeren en el grado de saturaciôn y longitud de la 
cadena de acilo.
En la tabla X se observa la disminuciôn de los productos de reacciôn sobre el control 
para los cuatro anâlogos utilizados a concentraciôn equimolecular con palmhoil-LPC marcada.
La disminuciôn prôxima al 50% con estearoil-LPC tanto en la transacilaciôn como en la 
hidrôlisis sugiere que esta especie molecular es un sustrato tan eficaz como la palmitoil-LPC. .
Los anâlogos de cadena corta son menos efecthros para la reacciôn de hidrôlisis y de trans­
acilaciôn que la estearoil-LPC o palmitoil-lJPC. Es interesante observar que si bien la Lauroil-LPC y 
miristoil-LPC disminuyen la producciôn de âcidos grasos en un 38%, con respecto a la reacciôn de 
transacilaciôn la miristoil-LPC es 1.5 veces mâs eficaz que la lauroil-LPC.
Por otro lado, la oleoil-LPC tiene un efecto similar a la estearoil-LPC en la disminuciôn 





Fig. 37 -  C o m p ittn d t «mr* 4-‘ ^C-palinitoil-LPC y dittlfltM eioecies m ol«cular« 
d* LPC en <• fanm ei6n  d t  PC. L« ac tn id fd  tramtclM iica laxpfK ada com o «I 
pofcantat* t o b t t  #1 «alor controll m rap rann ta franta al ineram ar'o  del % molar dal 
antfogo an la mazda.
(Mtdntaa eanddadaa (0.1 Ipm daal da anélogot no mareadot m tonlcaron con 0.3 
pm daa da 1-‘ *C-palniltBll-LPC (0.05 pel/fimol) an 0.5 ml da tampon forfato 
po tM eo  0.1 M pH 6.5. La raaoddn aa inidd por adicidn da 0.09 miy da antim a an 
0.5 ml da tampdn fo ifa to  podaico 0.1 M pH 6.5. conianiendo NaCI 0.1 M. 
^m areapaaatanol 2.5 mM y glkarol al 2.5% y aa incubé duranta 10 minutoa a 37°C 
Laurod-LPC (12:01 (O-CH; Mlrlitoll-LPC (14:01 l « « 4 ;  Eataaroil-LPC (18:01 
(* ^ :O la a& L P C  (10:11 (o -o4 .
El comportamiento diferente observado con lauroil-LPC y oleoU*LPC con respecto a las 
actividades de hidrôlisii y transacilaciôn puede ser debido fundamentalmente a las propiedades 
fisico-quimkas de estos sustratos. En este sentido tenemos que considerar que la CMC aumenta al 
disminuir la longitud de la cadena hidrocarbonada o en presencia de enlaces cis etilcnicos. En 
defînitiva, la hidrofobkidad de las moléculas anfipâticas favorece la formaciôn de la micela 
(Helenius y Simons, 1975) por lo que en mezclas equimqleculares de ' * C-palmitoil-LPC y 
lauroil-LPC u oleoil-LPC las micelas estarân mâs enriquecidas en palmiroil-LPC siendo necesarias 
concentraciones superiores de los anâlogos para que manifiésten un efecto competitivo 
significativo con respecto a la formaciôn de DPPC.
Esto viene corroborado en la figura 37 en la que se recoge la competencia entre 1-‘ *C 
palmitojl-LPC y distintas especies moleculares en la formaciôn de PC. Podemos observar que sôlo 
cuando el % molar de lauroil-LPC u oleoil-LPC en ta mezcla es superior al 50% se produce una 
inhibiciôn significativa de la sfntesis.de dipalmitoil fosfatidilcolina, lo que no es tan acusado para
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miristoil-LPC En contraste, la estearoil-LPC a bajas concentraciones en la mezcla causa una 
marcada inhibiciôn de la sfntesis de DPPC lo que es consistente con la mayor hidrofobicidad de la 
molécula de estearoil-LPC con respecto a la de palmitoil-LPC.
Tabla X.— Disminuciôn de las actividades de transacilaciôn e hidrôlisis con mezclas equimolecula- 
res de '   ^C-palmitoil-LPC y los anâlogos-lauroil-LPC (12 : 0); miristoil-LPC (14 : 0); estearoÜ -LPC 
(18 : 0) y oleoil-LPC (18 : 1)
Mezclas equimoleculares Actividad
'^Gpahritod LPC/anâlogos % disminuciôn d e ‘^C-PC y ‘^C-AG
sobre el control
Transacilaciôn Hidrôlisis
12 : 0 20 37
Î ;  .
14 : 0 34 38
18 : 0 56 56
18 : 1 22 50
Las especies lauroil y oleoil-LPC presentan curvas de competiciôn similares respecto a la 
reacciôn de transacilaciôn y difîeren, sin embargo, en relaciôn a la reacciôn de hidrôlisis, siendo las 
curvas similares para oleoil y estearoil (Figura 38).
Finalmente, podrfamos concluir que-si bien todas las especies moleculares de LPC 
estudiadas son sustratos de la enzima, las especies con cadenas hidrocarbonadas mâs largas son mâs 
efectivas como donadores de acilo, mientras que con respecto a la reacciôn de transacilaciôn hay 
que tener en cuenta no sôlo la longitud de la cadena sino el grado de saturaciôn, siendo las especies 









Fig. 3B.— A ctlvldal htdroKtIca da la amtima con la forma monomérica da 
1-'*C-pahnttoil-t.PC v  otra* aapaciai motaculara* da LPC. La* incubactona* la 
raalbaran  como m  daierlba an la flgura 37.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
La enzima lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa de pulmôn de conejo, cataliza dos 
ripos de reacciones: la hidrôlisis de lisofosfatidilcolina dando lugar a âcidos grasos y 
g l i c e r o - 3 f o s f o c o l in a  y la t ra n s fe re n c ia  de a c ilo  e n tre  dos m o lécu las de 
1-palmitoil-lisofbsfatidilcolina produciendo dipalmitoilfosfatidilcolina y glicero-3-fosfocolina.
Varios hechos ponen de manifiesto que una ûnica enzima es responsable de ambas 
actmdadea y que por tanto, la actividad de hidrôlisis no se debe a la contaminaciôn de una 
bsofosfolipasa présente en la fracciôn soluble:
1) Se purifican conjuncamente hasta 80 veces.
2) La electro(bresis de la enzima purificada en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 
f-mercaptoetanol proporciona una ûnica banda de protefna.
3) Las actividades transacilâsica e hidrolftica desaparecen de forma paralela por modificaciôn de 
las condiciones ambientales, en presencia de inhibidores y por otros tratamietitos especificados 
en la discusiôn de los resultados.
La enzima lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa se localiza exclusivamente en la 
fiacciôn soluble, no detectândose las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn en los cuerpos 
lamektes, mtcrosomas y mitocondrias. Por otra parte, dichos orgânulos subcelulares no contienen 
ningûn factor estimulante de la enzima.
El hecho de que no se detecten ambas actividades en la firacciôn microsomal y de que
por otra parte, no hayamos encontrado acilaciôn directa de la lisofosfatidilcolina en la fracciôn
soluble, permite descartar la posibilidad de que una sôla enzima sea responsable de la sfntesis de la 
dipalmitoilfnsfatidÜcolina. En este sentido, dos enzimas diferentes estarân implicados en el 
mecanismo de remodelaciôn: la lisolecitina aciltransferasa dependiente de CoA y ATP de fiacciôn 
microsomal, y la lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa no dependiente de CoA y ATP, de fracciôn 
soluble.
La cuestiôn que se plantea es:
^La lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa es una enzima biosintética o bien es una 
enzima hidrolftica, siendo la actividad transacilâsica un artefacto del medio de estudio in vitro? .
En base a los resultados obtenidos, que resumiremos a continuaciôn, conclufmos que se
trata de una enzima implicada en la sfntesis del componente mayoritario del sûrfactante
pulmonar: dipalmitoilfosfatidilcolina, siendo la hidrôlisis del sustrato consecuencia del estudio in 
vitro en un medio acuoso, en el que la lisofosfatidilcolina se encuentra en dos formas: monomérica 
y micelar y en el que, por otra parte, la estructura de la enzima podrfa estar de alguna manera 
alterada conduciendo a un intermedio enzima-âcido graso inestable y por tanto susceptible de
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hidrôlisis.
Asimismo, hemos comprobado que una relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn menor o igual a 
2 es un indice de la iuncionalidad normal de la enzima en las condiciones ôptimas de pH, fuerza 
iônica, concentraciôn de proteinas j  concentraciôn de sustrato en las que se trabaja. La variaciôn 
de eStos parâmetros, asi como la presencia de lipidos en el medio o de Mg^* conducen a una 
modificaciôn de dkha  relaciôn. En este sentido, se han considerado en todo momento las 
condiciones ambientales y su inddencia, no sôlo 6n la protefna sino también en la molécula del 
sustrato cuyas propiedades fisico-qufmicas son déterminantes en la interpretaciôn de los 
resultados.
La enzima es monomérica ya que su peso molecular, de aproximadamente 60.000D, 
calculado mediante electrofbresis en gel de poliacrilamida, en presencia de SDS y de 
g-mercaptoetanol, coincide con el estimado en una columna de ACA-44 calibrada.
La enzima manifiesta una fiierte tendencia a agregarse a fuerzas iônicas al tas o bajas. El 
agregado présenta una elevada estabilidad ya que no se disocia en sus constituyentes. 
Probablemente, la formaciôn de agregados se deba a la asociaciôn de la lisolecitina: lisolecitina 
aciltransferasa con otras protefnas ya que la enzima en forma no agregada no es capaz de asociarse 
consigo misma, al menos a concentraciones de protefna bajas .
La adiciôn de Ifpidos a concentraciones comprendidas entre 0.01-0.1 mM (DPPC, âc id o  
palmftico o tnpalmitina) y especiaimente de una mezcla de Ifpidos (PC/PE/colesterol, 35/25/40) 
que simula la estructura y el comportamiento de los Ifpidos que constituyen la membrana, da 
lugar a un incremento de la actividad transacilâsica acompanado de una disminuciôn de la 
actividad hidrolftica. Sin embargo, la adiciôn del sistema mixto a concentraciones superiores a 0.4 
mM conduce a una disminuciôn de la actividad transacilâsica, inhibiéndose ambas actividades a 
concentraciones superiores a 1 mM. Ello es debido a la adsorciôn del sustrato en forma micelar a la 
fase lipfdica, no siendo accesible al centro activo de la enzima y/o a la incidencia directa de los 
Ifpidos, a concentraciones elevadas, en la protefna.
El âcido palmftico, a concentraciones superiores a 0.3 mM, tiene un claro efecto 
inhibidor sobre las dos actividades dé la enzima. Ya que el âcido palmftico no se comporta como 
detergente a pH neutro, la inhibiciôn debemos atribuirla a un efecto de adsorciôn del âcido graso 
en la enzima que bloquée la accesibilidad del sustrato o bien a un efecto de uniôn entre el âcido 
graso y el sustrato para formar una organizaciôn de tipo bicapa.
Respecto a los estudios cinéticos conclufmos que;
a) La reacciôn de transacilaciôn sôlo tiene lugar cuando el sustrato estâ formando agregados 
micelares. En este sentido la curva K Vs 5 que describe la actividad transacilâsica se desvfa 
significativamente de la hipérboia rectangular tfpica, siendo de naturaleza sigmoideâ, de 
manera que la sfntesis de fosfatidilcolina comienza a concentraciones de sustrato superiores a 
la concentraciôn micelar crftica.
~ d3,8 ± 0.2 #iM 
VMtrans -  = 15,22 ± 2.1 nmoles/min/mgr protefna
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b) La curva que describe la velocidad de hidrôlisis en funciôn del incremento de la concentraciôn 
de lisofosfatidilcolina, a concentraciones superiores e inferiores a la concentraciôn micelar 
crftica sigue una cinética de Michaelis Menten, lo que demuestra que la actividad hidrolftica de 
la enzima sôlo se manifiesta cuando el sustrato se une a la enzima en forma monomérica.
KMh =  =  10.7 ± 0.1 iUM
VMh =  VM„,o a» 30.3 ± 0.9 nmoles/min/mgr protefna
c) Se producen de forma paralela dos reacciones diferentes con la misma enzima y con el mismo 
sustrato debido a que éste se encuentra en dos formas distintas en soluciôn acuosa, siendo los 
valores de Ea:
E ^r.n t.c iiic i4 n =  8.70 Kcal/mol 
Eauidréiiii. = 8.25 Kcal/mol 
El hecho de que los valores de energfa de activaciôn scan tan similares para la reacciôn de hidrô­
lisis y de transacilaciôn sugiere que posiblemente la fase limitante de velocidad es la donaciôn 
del acilo, ya que la formaciôn del complejo acil-enzima es comûn para ambas reacciones:
Respecto a las propiedades enzimâticas de la enzima hemos comprobado que:
a) La enzima en forma no agregada requiere para su actividad un medio con fuerza iônica de 0.1 
M. En contraste, la protefna en forma agregada (asuciada a otras protefnas) o en fracciôn 
soluble no es dependiente de la fuerza iônica del medio.
La eliminaciôn de la fuerza iônica conduce a una pérdida de la actividad transacilâsica del 90%, 
produdéndose una recuperaciôn del 50% por adiciôn de NaCl 0.2 M. En contraste la actividad 
hidrolftica aumenta muy significativamente por la eliminaciôn de la fuerza iônica del medio.
b) El pH ôptimo para la actividad transacilâsica estâ comprendido en el intervalo [6.8-7.8]. Sin 
embargo se ha comprobado que la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn aumenta a valores 
superiores a 2 a pH >  6.8.
c) Ambas actividades no son dependientes de Ca^* o Mg^*. Por otra parte, el hecho de que 
concentraciones de Mg** superiores a 3 mM inhiban la actividad transacilâsica y estimulen la 
a c tiv id a d  h id ro lf t ic a  sugiere la posibilidad de que el Mg'* afecte al equilibrio 
monômeroas» micela.
d) Las actividades de hidrôlisis y transacilaciôn se inhiben por tratamiento térmico a temperaturas 
superiores a 50"C.
e) Las velocidades de hidrôlisis y transaçilaciôn se man tienen constantes a lo largo del tiempo 
hasta 30 minutos. Sin embargo la relaciôn hidrôlisis/transacilaciôn disminuye a medida que 
aumenta el tiempo de incubaciôn. ^
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f) Debido a la naturaleza lipfdica de la molécula del sustrato y a sus propiedades ffsico-qufmicas, 
las curvas v vs £  son en algunas ocasiones atïpicas. En este sentido hemos comprobado que si 
bien la actividad transacilâsica varfa linealmente con el incremento de la concentraciôn de 
protefna en un intervalo de 0.001-0.18 mgr de protefna/ml, la actividad hidrolftica sôlo es 
lineal hasta 0.03 mgr/nil. Por otra parte se encontrô que ambas actividades son lineales con el 
increiUento de la concentraciôn de protefna de fracciôn soluble hasta 0.5 mgr de protefna/ml. 
A concentraciones superiores la formaciôn de âcidos grasos se mantiene constante mientras que 
la sfntesis de fosfatidilcolina disminuye progresivamente debido a la adsorciôn de las demâs 
protefnas de dicha fracciôn a la forma agregada del sustrato con un peso molecular del orden 
de 10’ .
g) La inhibiciôn de ambas actividades que se produce por tratamiento con ICHïCOO"Na* 10 mM, 
unido a la necesidad de la presencia de 0-mercaptoetanol para mantener la enzima activa, indica 
que uno o mas grupos —SH deben contribuir directa o indirectamente a la catâlisis enzimâtica.
Respecto a la especificidad de la enzima podemos concluir:
a) La lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa es altamente especffica para lisofosfoifpidos tanto 
como donadores como aceptores de acilo.
b) El reconocimiento de la cabeza polar de la molécula del sustrato no se lleva a cabo por 
interacciones efectrostâticas ya que fuerzas.iônicas elevadas no inhiben las actividades de 
hidrôlisis y transacilaciôn de la enzima. Por otra parte, el hecho de que la enzima manifieste 
mayor especificidad por 1-* ’ C-palmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina que por l-{ (9 ,10)-’ Hj J 
p a l m i t o i l - r n - g l i c e r o - 3 - f o s f o e t a n o l a m i n a  y q u e  
l-palmitoil-5n-3-^cero-3-fosfodimetiletanolamina no sea sustrato de la enzima indica que los 
grupos metilo de la colina deben estar implicados en el reconocimiento de la zona hidrofflica 
del sustrato, quizâs por interacciones hidrofôbicas.
c) La enzima es mâs especffica por el aceptor de acilo que por el donador de acilo con respecto a 
la zona hidrofflica del sustrato.
d) Con respecto a la especificidad por la zona hidrofôbica de la molécula de lisofosfatidilcolina 
hemos comprobado que si bien todas las especies de lisofosfatidilcolina estudiadas 
(lauroil-LPC, miristoil-LPC, estearoil-LPC, palmitoil-LPC y oleoil-LPC) son sustratos de la 
enzima, las especies con cadenas hidrocarbonadas mâs largas son mâs efectivas como donadores 
de acilo en la reacciôn de hidrôlisis, mientras que con respecto a la reacciôn de transacilaciôn 
hay que tener en cuenta no sôlo la longitud de la cadena sino el grado de insaturaciôn, siendo 
las especies mâs hidrofôbicas las mâs eficaces.
Finalmente, con los datos de que disponemos no podemos establecer ninguna
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conclusion definitiva respecto a la contribuciôn de esta enzima en la sfntesis de dipalmitoil 
fosfatidilcolina en pulmôn in vivo. Desde un punto de vis ta fisiolôgico, la contribuciôn de la 
enzima lisolecitina: lisolecitina aciltransferasa o de la enzima lisolecitina aciltransferasa en la 
sfntesis de DPPC debe depender de los niveles y la naturaleza de los precursores disponibles en las 
celulas, de manera que, cuando la concentraciôn de palmitoil-CoA en la célula sea fisiolôgicamente 
alta el mecanismo prédominante es el de desacilaciôn-reacilaciôn, mientras que a concentraciones 
bajas del precursor palmitoil-CoA la ru ta mâs efectiva serâ la desacilaciôn-transacilaciôn. De esta 
manera, se aseguran los niveles necesarios de DPPC para el funcionamiento normal del pulmôn, en 
cualquier situaciôn energética de los pneumocitos tipo II.
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